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Dans ce travail, qui a pour but de présenter les résultats de 
nos observations de trois années sur la vaccination des nou- 
veau-nés par le BCG d’aprés la méthode de Calmette, nous 
nous yoyons obligé d’insisler encore une fois, et en délail, 
sur la question de l’innocuité pratique de la souche BCG en ce 
qui concerne son applicalion aux enfants. Les diversités d’avis 
et les discussions interminables rapportées dans la littérature 
médicale, ainsi que Je refus opposé par quelques représentants 
éminents de la pensée pédiatrique de |’école viennoise d’encou- 
rager la vaccination des enfants, nous en font un devoir. 

_ Nous voudrions jeter quelque lumiére sur trois groupes de 
questions : 

4° Sur Vorganisation pratique de la vaccination préventive 
des nouveau-nés par le BCG; 

2° Sur Vinnocuité de la souche BCG administrée per os aux 
enfants; 

3° Sur les effets immunisants de la vaccination par le BCG. 
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Tl. — Sur L’ ORGANISATION PRATIQUE 
DE LA VACCINATION PREVENTIVE pre NOUVEAU-NES PAR LE BCG. 


La vaccination des nouveau-nés dans |’Ukraine est surtout 
mise en pratique & Kharkoff, & Artiomivsk, et & Dniepropet- 
rovsk; beaucoup moins dans d'autres villes (Lougansk, 
Mariouple). 

Quoiqu’elle soit appliquée & Kharkoi? depuis trois ans déja, 
et depuis deux ans dans les autres villes, le total de nos enfants 
vaccinés reste trés restreint et ne s’élevait, Jusqu’au 1°" aout 
1928, qu’a 818 enfants. 

Il yaa cela toute une série de causes : 

1° D’aprés la résolution de la dixiéme conférence des bacté- 
riologistes de l'Union des Républiques & Odessa, en 1926, nous 
vaccinons presque exclusivement les enfants des familles tuber- 
culeuses (formes ouvertes et actives de TBC). 

La raison pour laquelle nos chiffres sont relativement 
peu importants est que nous nous bornons & faire une expé- 
rience qui exige l’observation minutieuse des enfants vaccinés 
en ce qui concerne les conditions sociales et hygiéniques de 
leur vie, la stricte connaissance du caractére et de la forme de 
la maladie du membre de la famille attleint, la tuberculi- 
nisation, etc... Il est évident que, pour suivre ainsi tous les 
enfants vaccinés, il faut que leur nombre ne soit pas trop 
grand. 

Si organisation était parfaite, toutes les femmes enceintes 
des familles tuberculeuses devraient nous étre connues. C’est ce 
& quoi nous nous sommes efforcés au début en nous mettant en 
contact direct avec les swurs visiteuses des dispensaires, afin que 
toutes les femmes enceintes soient placées sous notre observa- 
tion. Mais cette méthode, qui nous procura un grand nombre 
d’enfants vaccinés dans les familles tuberculeuses, ne manque 

pas de défauts. Pour tirer des conclusions définitives, il nous 
fallait wne quantité suffisante d’enfants-témoins non vaccinés, 
vivant en méme temps et autant que possible dans les mémes 
conditions sociales et économiques, surtout quant au contact 
tuberculeux. Ceci peut étre réalisé par plusieurs moyens. On 
peut recueillird’abord les renseignements sur toutes les femmes 
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enceintes des familles tuberculeuses en se proposant de vac- 
ciner seulement la moilié de ces enfants, laissant l’autre moitié 
comme témoins. Quoique cette maniére de faire paraisse excel- 
lente et capab!e de fournir des indications trds objectives, nous 
ne l'avous pas adoptée pour des raisons psychologiques surtout. 
Tl est impossible de traiter les enfants comme les animaux de 
laboratoire. C’est pourquoi nous effectuons la vaccination, du 
moins & Kharkoff, d’aprés une autre méthode. Une partie des 
femmes enceintes de familles tuberculeuses é6chappe & la vacci- 
nalion pour différentes causes (naissance & domicile ou dans 
les asiles ot l'on ne vaccine pas, refus des méres, etc...). De 
‘sorte que nous disposons d’un groupe d’enfants témoins assez 
-considérable (non vaccinés), qui nous est indispensable pour 
toute une série de comparaisons. 

Nous ne prétendons pas que ce systéme de travail et d’orga- 
nisation du controle soit le meilleur; il est possible que nous 
trouvions moyen de le rendre plus parfait. Nous avons sur- 
tout voulu éviter que tous les enfants de la méme catégorie 
soient vaccinés dans la méme période de temps, ce qui rend 
impossible tout examen comparatif de la vaccination. 

D’aprés le plan tracé, tous les enfants vaccinés sont suivis 
‘par les consultations et les services d'enfants des dispensaires, 
en méme temps que les non vaccinés. Nous avons, en outre, a 
Kharkoft un certain nombre de médecins et de visiteuses spé- 
ciales qui surveillent constamment un groupe d’enfants vac- 
cinés et témoins. Si ces enfants, pour quelque cause, ne fré- 
quentent pas les consultations, ils sont visités de temps & autre 
par nos médecins, et systématiquement par les sceurs-visi- 
teuses. Tous les enfants qui donnent lieu & quelque soupcon 
sont dirigés sur l'Institut pour les tuberculeux (service d’en- 
fants) pour leur examen clinique complémentaire. 

De cette fagon nous nous efforgons de suivre aussi parfaite- 
ment qu'il est possible les enfants vaccinés et les témoins non 
vaccinés des familles bacilliféres qui nous paraissent vraiment 
intéressants. 

Le vaccin est préparé par la section de tuberculose du premier 
Institut Sanitaire Bactériologique de !’Ukraine (Kharkoff, pro- 
fesseur agrégé M. Tzekhnovitzer) et, tous les dix jours, les mai- 
-sons d’accouchement de Kharkoff en sont approvisionnées des 
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quantilés nécessaires. Dans les autres villes, on Venvoie sur 
demande télégraphique par exprés postal. 

‘Comme ila été déja dit, depuis le 15 septembre 1925 jusqu’au 
4°° aot 1928, 818 nouveau-nés ont été vaccinés, dont 680 a 
Kharkoff. 72 de ces nouveau-nés ont été perdus de vue; 
31 sont décédés; 695 sont vivants et minutieusement observés. 
La derniére catégorie d'enfants se subdivise, d’aprés lage et le 
contact tuberculeux, ainsi quil suit : 


Tarteau I. 
ee sss mm 
| 

PAS CONTACT CONTACT 
AGES d avec TBC actif avec formes ouvertes TOTAL 

e contact et présumé actif de TBC 
= 3 ANS). cy sees 176 92 22 290 
4-2ams.... 2% 125 53 202 
(OS) ENA, Matar 52 108 43 20% 
Tobalin 2 252 32) 118 695 


Nous altirous l’attention sur le groupe assez considérable 
d’enfants (252) qui ont vécu et se sont développés hors de tout 
contact tuberculeux familial. La plus grande partie de ces 
enlants est actuellement (fin 1928) agée de trois ans; elle a été 
vaccinée en septembre et octobre 1925, alors qu'une vaccina- 
tion générale fut effectuée & Kharkoff dans trois maisons 
d'accouchement, sans tenir compte de la présence ou de 
Vabsence du contact tuberculeux familial. Ce tableau nous 
montre que des enfants de la méme catégorie se rencontrent 
aussi dans les groupes d’autres Ages, bien que, dans la suite, on 
ne vaccinat plus que les enfants des familles tuberculeuses. 
Cela s’explique parce que plusieurs de ces enfants de familles 
sans contact tuberculeux ont été vaccinés, soit parce que leurs 
parents y consentaient, soit parce qu’il existait dans la famille 
quelque malade suspect, reconnu dans la suite non tuberculeux. 

En tout cas, nous avons sous notre surveillance un assez 
grand nombre d’enfants sur lesquels, comme dans une expé- 
rience de laboratoire, nous pouvons étudier l'influence du 
vaccin, étant stirs quil ne surviendrait ultérieurement, au 
moins pendant les premiers mois de leur vie, aucune cause de 
contamination virulente. 
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Le groupe suivant, le plus nombreux, comprend 325 enfants. 
Son trait caractéristique, au point de vue du contact familial 
est que lenfant vit avec des malades atteints d’une tubercu- 
lose aclive fermée (« V » d’apras la classification de la deuxidme 
conférence). A ce groupe appartiennent aussi partiellement 
les malades présumés tnberculeux, dont le diagnostic n’a pas 
pu étre défini vers le moment de l'inscription. 

Le troisiéme groupe est constitué par les enfants des familles 
bacilliféres. On comprend que ce groupe est parliculi@rement 
important pour nos comparaisons et nos déductions. I] n’est 
pas nombreux, ce qui s’explique par linlerruption assez fré- 
quente de la grossesse, dictée par des considérations d'un 
caractére médical et social; cependant ce nombre nous semble 
assez grand pour que nous puissions en tirer toute une série 
de conclusions et de comparaisons. 

Nous altirons l’attention (tableau I) sur le fait que la vacci- 
nation est pratiquée ces derniéres années réguliérement, 
embrassant chaque mois un nombre & peu pres égal de nou- 
veaux enfants. Celte circonstance est trés importante pour nos 
comparaisons de la mortalité générale des enfants vaccinés et 
non vaccinés. Nous y reviendrons encore dans la suite en 
détail. 

Telle est, brievement exposée, notre organisation de la vac- 
cination des nouveau-nés par le BCG. 


JI. — Liinnocurré pe ta soucue BCG apwinistrte PER OS 
POUR LA VACCINATION DES NOUVEAU-NES. 


L’innocuité de la souche BCG nous semble étre suffisamment 
démontrée et élablie par les nombreux travaux des auteurs de 
tous les pays, ainsi que par les nétres. Lorsqu’on étudie 
l’énorme masse de documents relatifs 4 l'étude expérimentale 
des qualités biologiques du BCG, on constate objectivement, 
malgré quelques diversités d’avis, que le fait le plus générale- 
ment admis est la perte durable du caractére pathogéne (virus 
fixe d’aprés la conception de Pasteur). 

Naturellement, c'est aux bactériologistes qu'il convient 
d’abandonner la poursuite des recherches expérimentales & ce 
sujet, sous la réserve qu’elles seront effectuées dans des établis- 
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sements scientifiques et par des savants hautement qualifiés et 
res ponsables. 

Nous nous efforcerons de dégager de notre travail ce qu'une 
observation clinique minutieuse des enfants vaccinés a pu 
révéler concernant celte question. 


A. AvrTopsig DES ENFANTS vaccinés. — Dés le début de nos 
expériences nous nous sommes préoccupés d’avoir une certaine 
quantité d’autopsies d’enfants vaccinés et décédés de diverses. 
maladies intercurrentes, mais nous n’avons pas tardé & nous con- 
vaincre qu’il est trés difficile d’y parvenir. Le plus souvent, les 
enfants qui succombent aux maladies du jeune age meurent dans 
leurs familles. Nous avons donc cherché a tourner cette difficulté 
en nous adressant aux enfants trouvés, recueillis dés les pre- 
miers jours de leur vie dans une des maisons pour nourrissons. 
Plusieurs années de pratique nous avaient démontré que, dans 
cette maison, toujours comble, manquant de lait de femme, les. 
tout petits enfants ne survivent qu’exceptionnellement. 

Durant ces deux derniéres années 50 enfants y furent vac- 
cinés par le BCG a-différents moments. Ils succombaient tous 
habituellement vers les ages de sept jours & six mois, avec des 
désordres de nutrition. Pas une seule fois les autopsies effec- 
tuées ne révélérent dans le systeme lymphatique et les organes 
parenchymateux la moindre lésion quon ett pu attribuer a 
des propriétés pathogénes du BCG. En méme lemps on effec- 
tuait ’analyse microscopique de ces organes. 

D’aprés Calmette, on peut découvrir dans le systeme lym- 
phatique, la rate et la moelle des os des enfants vaccinés, des. 
bacilles acido-résistants et des cellules géantes qui contribuent 
a l’établissement de limmunilé produite par le BOG. Jusqu ici 
nous n’avons pas trouvé de bacilles acido-résistants nide lésions 
microscopiques nettes traduisant une réaction spécifique des. 
tissus. Nous nous rendons bien compte de la difficulté extréme 
de ces trouvailles microscopiques dans des organes qui ne pré- 
sentent pas de lésions macroscopiques. Aussi nous n’avons. 
garde de nous prononcer sur leur existence ou leur absence, et 
nous continuerons 4 les rechercher dans la suite. 

On peut discuter la question de savoir si cette absence de 
lésions microscopiques constilue un défaut de la vaccination 
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per os; peut-étre, dans certains cas, les intestins éliminent-i!s 
une trop grande quantité de bacilles, de sorte quil n’en resle 
pas suffisamment dans l’organisme. Les travaux & venir nous 
fixeront & ce sujet. 

De toutes les coustatations faites dans nos autopsies, il résulte 
quincontestablement les bacilles BUG introduits per os, méme 
dans l’organisme des enfants les plus débiles privés de toute 
résistance, ne délerminent pas de Ilésions anatomo-patholo- 
giques ni microscopiques pendant nos périodes d’observation. 
Ils ne manifestent 22 vzvo aucun accroissement de leur virulence. 


B. Croissance DES ENFANTS Vaccines. —Sile BCG ne détermine 
pas de lésions, se peut-il que sa présence dans |’organisme de 
Venfant exerce une influence nuisible sur sa croissance et sur 
sa résistance aux agents nuisibles endogénes et exogénes? 

Nous trouverons la réponse 4 cette question dans l'étude cli- 
nique scrupuleuse de la croissance des enfants vaccinés. Nous 
divisons nos enfants selon leur développement en groupes sui- 
vants : 

a) Croissance satisfaisante; 

6) Croissance au-dessous de la normale ; 

c) Dystrophiques apparents ; 

d) Et enfin différentes formes d’affections tuberculeuses. 

Les autres cas pathologiques, d’ailleurs exceptionnels, ne 
sont pas inscrits dans des groupes & part, de sorte que la répar- 
tition de tous les enfants, d’aprés leur croissance et leur mor- 
bidité, se présente comme suit (tableau II) : 


TasLeau Il. — Groissance des enfants vaccinés (tableau général). 
n 7] 
Ln > 3 C) ee re) a s 
Go 2 By A re, > m “a 2 = 
= Sees S ce Fe te is 
‘ ales uti chs & = Peet ik Bh gi lh 
= a & aa 8 S oA 8 pe i 
< ar Sia & 2°38 gg 
= a= a 
AMIR wh aed eT dor 
p. 100 p- 100 p. 100 p. 100 p. 100 
2-3 ans. .| 260 | 90 19 6,5 2 0,7 Oak i 290 
4-2 ans VIS. SG s6yl. 16 8 2 1 8 |4 4 0,5 202 
0-1 an 493 | 95 7 3,4 37 £6 | 203 
Total .| 628 | 90,4) 42 6 4 0,6 20° | 2,85 1 0.45} 695 
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Nous voyons que la grande majorilé des enfants (90,4 p. 100) 
s'est développée tout 4 fait normalement. 

Comme dans notre précédent rapport, faisons la réserve que, 
parmi ces enfants qui se développent normalement, il ya un 
certain pourcentage de sujets dont la peau est pale et le tonus 
musculaire peu développé. Ce ne sont pas des eutrophiques, 
mais des enfants moyens, comme la plupart de ceux apparle- 
nant aux classes sociales de la population qui fréquente nos 
consultations. 

Pour préciser plus exactement dans quel milieu social nous 
avons a travailler, nous avons dressé le tableau suivant qui 
tient compte des conditions domiciliaires et matérielles de la 
vie des enfants vaccinés et des soins qui leur sont donnés. 


TaslEiu II]. 


Habitation ef conditions mutérielles. Soins. 

Tout a fait satisfaisantes . 18p.4100 Trés satisfaisanis..... 25 p. 100 
Satisiaicantesis..aan-meen: 46. — Salistarsanteiw cua eans 60 — 
MAUVOISES. cs ost neuee 36 — Mauvaists . 2 ae enon 45 — 


Le pourcentage des enfants retardés dans leur croissance 
(9,6 p. 100) ne dépasse pas les normales moyennes fixées par 
nos consullations de nourrissons et basées sur l’expérience de 
plusieurs années. 

Pour mieux définir ce que sont les enfants « retardés dans 
leur croissance », il n’est pas sans intérét de lire le tableau 1V, 
dans lequel les familles sont classées en groupes d’aprés les 
différentes natures de contact tuberculeux. 

Ku égard a la question étudiée actuellement, le groupe « A » 
nous intéresse certainement le plus, car il met en relief ]’in- 
fluence du vaccin BCG sans complication possible d’une conta- 
mination virulente du dehors. Laissant de cété les cas isolés 
(1,1 p. 100) d’adénopathie trachéo-bronchique, nous comptons 
18 enfants dont le développement est inférieur 4 la normale, 
soit 7,1 p. 100. Il faut prendre en considération que nous rap- 
portons & ce groupe les enfants qui persistent longlemps 4 - 
fournir des réactions tuberculiniques négatives; aussi devons- 
nous rejeter la supposition que leur développement peu salis- 
faisant est une manifestation de l’infection bacillaire. D’autant 
plus que le nombre de ces enfants est trés faible et qu’en tout 
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cas leur pourcentage ne dépasse pas les chiffres moyens fixés 
par les consultations pour le groupe social. Les deux cas isolés 
de dystrophie manifeste se rapportent & deux enfants dont l'un 
est sujet des troubles digestifs prolongés et autre un hérédo- 
syphilitique. 


Tasteau IV. — Croissance des enfants vaccinés 
en relation avec la nature du contact tuberculeux. 


n ) 
Ee es 2 ee 
2 < SS 2 Pet = = € 2 2 = =] 
eC no-s Ps Ss = a Sele = WS eS 
= Me re ma 3 1S ro) o2 9 n = 
aes og Ss = ea Ww O° Si 
SP A = o1 EX Wo 2 a os 
e ¢& of © S eas i 
5 co) - <0 + =] 
r=] = © < 
s P= 
| p. :00 | p. 100 | p. 100 p- 100 p. 100 
A. — Absence de contacl. 
2-3 ans. .| 164 | 91,4] 12 6,8 1 0,4 2 se 176 
4-2ans. .| 21 1/87,5) 2 | 8,3] 4 | 4.9 Qh 
Q-lLan..| 5A | 95 2 4 | 52 
a EBS Saco Fk 
Total .| 232 | 92 Ati 6299 2H Oss DORs | 252 
B. — Formes actives de luberculose el présumées tuberculeuses. 
Sens. of ss | seay 6 16.5) °F aay 3 1 3,2 92 
4-2 ans. .| 10% | 87,2] 412 4,6 a 0,8 3 2,4 p 42% 
O-l an . .| 103 | 95,4 5 4,6 108 
Total .| 294 | 90,4| 23 | 7,4] 2 | 0,6 | 4 | 4,8 325 
C. — Formes oure: tes de TBC 
2-3 ans 17 | 77,3 4,3 | & | 18,2 ee 
4-2 ans 45 | 85 2 3,8 5 oat 4 4 53 
Q-t an 40 | 935 a 7 43 
Total .}, 402 | 86,5 3 2,4 | 42} 10 4 1 418 


Dans les familles dont un membre est tuberculeux actif, ou 
qui comptent des malades présumés tuberculeux, les pourcen- 
tages sont presque les mémes. Il n’y a que le pourcentage des 
adénopathies trachéo-bronchiques qui augmente un peu. 

Laissant pour le moment de cété le groupe « C » avec con- 
tact bacillifére, dont l’analyse détaillée sera donnée plus loin, 
nous tirons cette conclusion des faits précédents que : /a trés 
grande majorité des enfants vaceinés se développent tout a fart 
normalement. 
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Ill. — Comportement DES ENFANTS VACCINES 
VIS-A-VIS DES AGENTS NUISIBLES ENDO ET EXOGEXES. 


Celte croissance, tras généralement normale, n'est nullement 
contrariée par les conditions d’habitat et d’existence trés peu 
favorables, ni par un assez fort pourcentage de maladies aigués 
diverses quails subissent. 


Tasteau V. — Infections aigués chez les enfants vaccinés. 
GRIPE. WR oe ew eee oh ee eee es ROR Se oe cs 60 p 100 
Rouseoles al iw eee Re a Se ye 45° — 
Goqueluchick: S26. .aseee 7) hss alec Ponce Sea 40 — 
SCarlatine: =a. atic es) sot Be te. ie es 4 — 


Dans la colonne grippe nous n’avons compté que les formes 
graves, accompagnées d’une température élevée et de foyers 
broncho-pneumoniques. Nous n’‘avons pas retenu les formes 
légéres. Plusieurs d’entre ces enfants ont supporté deux et 
méme lrois maladies aigués (rougeole-coqueluche ; rougeole- 
coqueluche-scarlatine). Ces infections, en régle générale, n’ont 
provoqué aucune complication, n’ont pas troublé le cours nor- 
mal de la croissance des enfants. 

Nous devons dire ce que nous avons constaté & propos 
des réactions tuberculiniques (cuti de Pirquet et surtout intra- 
dermo de Mantoux) chez les enfants vaccinés. 

Calmette hésita pendant quelque temps, et quelques-unes de 
nos Commissions hésitent encore & rechercher systématique- 
ment les réactions tuberculiniques des enfants vaccinés, par 
crainte d’activer la virulence du BCG. 

En compulsant nos observations de trois années sur ce sujet, 
nous devons définitivement affirmer qu’elles sont compléte- 
inoffensives. Sur plusieurs milliers d’intradermo-réactions. 
effectuées, jamais nous n’avons constaté de phénoménes qui 
eussent pu étre attribués a l’activation du BUG par la. tubercu- 
line. Nous ne voyons done aucune raison pour renoncer a |’em- 
ploi de cette méthode biologique qui donne si souvent des 
renseignements précieux pour les examens cliniques. 

Bref, ni les maladies intercurrentes, ni les infections aigués, 
ni les réactions tuberculiniques périodiquement répétées, n’ont 
exercé dans nos observations la moindre influence sur la viru- 
lence du BCG dans l’organisme de l’enfant vacciné. - 
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IV. — Morrarité GextrRaLe DES ENFANTS VACCINES. 


Cette question est vivement discutée en ce moment dans la 
presse européenne. Les premiéres statistiques publiées par 
Calmette ont été Vobjet de criliques tres vives. Nous avons 
done jugé nécessaire d’étudier avec une attention spéciale la 
méthode qui pouvail le mieux permettre d’inslituer un con- 
tréle exact des chiffres de mortalité. 

Ayant pris en considération toutes les critiques qui ont été 
faites, nous avons établi, d’aprés nos observations, le tableau 
ecomparatif ci-aprés de la mortalité des enfants vaccinés et des 
témoins (tableau VI). 


Tasteau VI. — Mortalité. 


0-1 aN 1-2 ANS 
CAUSE DU DECES . 
Non vaccinés| Vaccinés | Non vaccinés| Varcinés 
en 1927 en 1925-27 en 1927 en 1925-27 
p- 100 p- 100 p- 10u p. 100 
Affection gastro intestinale 25% 254 { 0,4 
Débilité congénitale . . . 4,6 0.4 
Peeumonie: @ es oe 4,4 AD 0,5 4 
Tuberculose. ....... 0,25 0,4 0,35 0 
IWCHEREDPTERGS 3, Ec es an. 0,58 0,2 ),7 0 
Autres affections... ... 2 1,6 £35 0,8 
Mota (5. 4, HUGS § 8,3 5),9 4,1 ae 


A tilre de comparaison nous avons pris le chiffre de mortalité 
générale des enfants & Kharkoff en 1927, bien que, pendant les 
années précédentes, en 1925-1926, cette mortalité ett été bien 
plus considérable : 9,9 p. 100 et 10,2 p. 100 pour les enfants 
jusqu’aunan. — 

Dans ce tableau nous voyons que Ja mortalité, plus élevée 
chez les témoins jusqu’é un an, dépend surtout dela débililé 
congéniltale (1,2 p. 100 en plus), ce qui s’explique sans doute 
par le nombre moindre des prématurés parmi les vaccinés. 
Mais, méme en réduisant de 1,2 p. 100 la mortalité générale des 
non vaccinés, on trouve que les taux de morltalité sont encore 
tres favorables aux vaccinés. 
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Celle constatation est encore plus évidente pour le groupe 
des enfants de un & deux ans, ou la débilité congénitale n’inter- 
vient pas. tm 

D’aprés toutes ces données, nous croyons devoir conclure que la 
mortalité des enfants vaccinés n’atteint pas la normale moyenne 
pour chaque age. Le tableau ci-aprés résume l’ensemble de nos 
observations. 


TasieEau VII. 


FORMES 
ABSENCE actives FORMES 
de TBC 
du contact et présumés ouvertes 
CAUSES DES DECES TBC TOTAL 
a R oD bY oy) oc) a Riwn 
> eH mu So ely a So SF ms 
SCanlatine ee. sais le aey eka 4 4 2 4 
Rougeole Hess, i asses 4 4 2 
Goquelhichiet cre terse 4 4 2 
Pneumonie grippale. ....| 7| 3 1 4 42 
Diphténie®. 42 span. «akeee ee \ | 
Maladies intestinales aigués.| 7] 1 Cie 2 17 
IDVSenGeTiC Wanita entire tna 1 il 
Débilité congénilale. ... . 2) 2 
Sepucemiews sosho te oe ke 2 J 3 
Méningile cérébro-spinale. . 4 4 
SpiNa Diiday wae. . Gs ad 4 4 
Syphilis congénitale. ... . 4 4 
Tuberculose...F4 8. he 2+41 3 
Causes inconnues..... 4 4 
Ota, stapes tee Hee NSH 5 UN eee ole 9 54 


L’innocuité pratique du BCG étant ainsi démontrée, il nous 
reste & étudier les propriétés immunisantes du vaccin de 
Calmette. 


V. — Le BCG, vaccin pritveNtir ANTITUBERCULEUX. 


La complexité des problémes de l’immunité et de la vacci- 
nation antituberculeuses nous oblige & étre extrémement pru- 
dent dans nos conclusions. Ces problémes ont été et sont 
encore étudiés dans le monde entier sur les animaux de labo- 
ratoire, les veaux et les singes. Cependant, les résultats de ces 
expériences, positifs ou négatifs, ne peuvent pas étre considérés 
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comme valables pour l’espéce humaine od nous sommes mis en 
face-de conditions toutes spéciales. 

Les résultats de la vaccination antituberculeuse doivent étre 
6tudiés sur les animaux et sur l'homme parallélement, mais 
indépendamment les uns des autres. 

Il est & regretter que nous ne possédions pas de méthodes 
cliniques plus précises pour démontrer indubiltablement I'exis- 
tence de l'immunité chez tel ou tel sujet. Dans I’état actuel de 
nos connaissances, les analyses biologiques et physico-chi- 
miques des sérums sont incapables, malgré tout l’intérét qu’elles 
présentent, de nous fournir des indications assez précises. 
Pour résoudre Ja question de l’existence ou de |’absence de 
Yimmunité résultant de la vaccination, nous ne pouvons nous 
adresser qu’a l’observation clinique scrupuleuse des enfants 
vaccinés. Cette observation a surtout de importance dans les 
foyers tuberculeux, lorsqu’elle est confrontée avec les données 
statistiques comparatives, recueillies sur les enfants non vac- 
vaccinés, vivant dans les mémes conditions sociales et hygié- 
niques et avec un contact tuberculeux 4 peu prés identique. 

Nous croyons qu'il est d’abord utile de traiter la question de 
la sensibilité culanée a la tuberculine des enfants vaccinés. 

Les réactions tuberculiniques organisées méthodiquement 
devraient s’effectuer comme suit : 

Soumettre l'enfant, au deuxiéme ou troisiéme mois de la vie, 
a la réaction de Pirquet contréiée par la réaction intradermique 
de Mantoux avec une solution au 1/1.000 de tuberculine brute 
en cas de résultat négatif. Ces réaclions devraient étre répétées 
au moins deux fois par an. Malheureusement, une série de cir- 
constances ne nous permettent pas toujours de réaliser pleine- 
ment ce plan; et cependant les données que nous possédons 
sur un groupe d’enfants assez considérable nous fournissent 
des indications fort intéressantes. A ce point de vue, nolre 
eroupe d’enfants vivant hors d’un contact tuberculeux familial 
quelconque nous intéresse surtout. Nous soulignons que, méme 
les membres des familles « présumés tuberculeux » sont trans-. 
férés dans un autre groupe quant a Ja nature du contact et que 
nous avons de la sorte la possibilité de suivre l’influence de la 
seule vaccination isolée de toute influence d'une autre infection 
virulente provenant du dehors. 
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Ces documents sont analysés dans le tableau qui suit : 


Tasreau VIII. — Réactions tuberculiniques chez les enfants vaccinés, 
vivant hors de tout contact tuberculeux. 


Ne SN a LE LT, 


REACTIONS POSITIVES 
POURCENTAGE 
NOMBRE des 
AGES disparitions 
d’enfants ; Pourcentaye | des réactions 
Trés nettes| Faibles| Total | des réactions posilives 
positives 
0-6 mois . 50 2 i 45 30 66 
/ 6-12 mois. . 58 2 48 24 36 75 
N= ANS)... 6 &2 5 45 20 24,4 53 
2-3 ans. . 9% 45 6 24 22,3 


Nous voyons que, déja dans la premiére moitié de leur pre- 
miére année, un pourcentage important des enfants vaccinés 
donne des culi-réactions tuberculiniques posilives. Les obser- 
vations journaliéres montrent que les nourrisons de familles 
indemnes de TBC, en régle générale, ne réagissent pas a la 
tuberculine ou, du moins que les réactions positives y sont 
rares (pas plus de 4 45 p. 100 d’aprés ncs expériences). Nous 
avons done le droit d’attribuer ce pourcentage considérable des 
réactions positives a influence du vaccin absorbé et & la sensi- 
bilisation de lorganisme qu il a provoquée. Nous croyons que 
‘le nombre des réactions positives serait encore plus grand si 
Yon soumettait systématiquement les enfants vaccinés & des 
€preuves plus fréquentes. Mais nous doutons de pouvoir y par- 
venir sur une vaste échelle, & cause de la résistance bien excu- 
‘sable des méres. 

Nous constatons, d'autre part, que l’apparition des réactions 
faiblement positives caractérise la premiére année de la vie. 
Elles onl tendance a disparaitre complétement aprés un certain 
temps (un & deux ans), Avec lage des enfants vaccinés, le 
tableau change doac : le nombre des réactions faiblement posi- 
tives diminue, alors que celui des réactions nettement positives 
s’accroit, et celles-ci semblent persistantes. 

Le tableau IX montre les relations des réactions tuberculi- 
niques avec les contacts tuberculeux chez les enfants vaccinés. 

Les réactions faiblement positives n'apparaissent en nombre 
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important qu’au cours de la premiére année de la vie. Le pour- 
centage de celles qui disparaissent est manifestement réduit 
déj& entre six et deuze mois, comparalivement au groupe pré- 
cédent, et il atteint les chiffres minima dans le groupe d’age 
suivant. 


Tasteau IX. — Réactions tuberculiniques chez les enfants vaccinés 
dans les familles comprenant un malade tuberculeux actif ou 
présumé tuberculeux. 


REACTIONS POSITIVES Gide 
POURCENTAGE 
NOMBKE des 
AGES disparitions 
enfants ; ity : Pourcentage | des réactions 
| Trés neltes| Faibles| Total | des réaclions positives 
positives 
0-6 mois .. 49 5 10 45 30 60 
6-12 mois. . 63 8 AT 25 40 48 
fo ANG a 72 42 2 44 19,4 44,3 
2-3ans... 46 42 3 45 32,5 


Voici le tableau des réactions tuberculiniques chez les enfants 
vaccinés vivant dans des familles bacilliféres depuis les pre- 
miers jours de leur vie (tableau X). 


TasLtEau X. — Réactions tuberculiniques 
chez les enfants vaccinés des familles bacilliféres. 


KEACIIONS POSITIVES 
POURCENTAGE 
NOMBRE | AAA des 

; 1 disparitions 
denfants Pourcentage | des réactions 
Trés nettes| Faibles| Total | des réactions positives 
positives 


Non seulement le pourcentage des réactions tuberculiniques 
positives est plus grand et dés le plus bas age, mais ces réac- 
lions sont toujours beaucoup plus nettes et n’ont pas de ten- 
dance a disparaitre. 
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Ce fail, ainsi que les particularités épidémiologiques de 
l'existence des enfants de ce groupe, nous conduisent & conclure 
que les enfants vaccinés par lé BCG et vivant dans un milieu 
stirement bacillifére, s'infectent pour la plupart avec des bacilles 
tuberculeux virulents provenant du milieu familial dans lequel 
ils vivent. 

Nous nous trouvons la en présence d’une véritable expérience 
instituée par la nature elie-méme; les enfants sont vaccinés, 
et ensuite, le plus souvent pendant Jes premiers mois de leur 
vie, ils subissent la contamination tuberculeuse dans les condi- 
tions naturelles. La surveillance minutieuse de ces enfants, de 
leur croissance, de leur morbidilé et de leur mortalité par tuber- 
culose doit fournir des indications précieuses pour juger de 
l’effet immunisant du vaccin. Dans le tableau IV « C» (page 407), 
nous avons vu que sur 118 enfants de familles bacilliféres, 
102 (86,5 p. 100) se sont développés normalement. Nous y 
comprenons les enfants a croissance normale méme fortement 
réagissants 4 la tuberculine, alors que 3 (2,6 p. 100) sont un 
peu au-dessous de la normale et 13 (10,9 p. 100) atteints de 
différentes formes de tuberculose (adénopathies trachéo-bron- 
chiques) peu accentuées. Un cas, classé dans la colonne « Autres 
formes de tuberculose » se rapporte & un enfant qu’on croyait 
atteint de pneumonie caséeuse. Les examens ultérieurs mon- 
trérent qu'il s’agissait d’une congestion du poumon gauche 
avec tendance a la résorption. 

Le médecin qui donne ses soins aux nourrissons de familles 
bacilliféres, parconséquent sujets & de fréquentes surinfections, 
sait combien est fréquent i’état maladif de ces enfants qui souf- 
frent continuellement de hronchites et ont peu de résistance 
vis-a-vis des maladies du jeune age. Beaucoup d’entre eux pré- 
sentent des localisations tuberculeuses variées. Aprés de 
longues observations et des comparaisons avec les enfants non 
vaccinés des foyers tuberculeux, nous avons acquis cette 
impression trés nelte que des en/ants vaccinés avec le BCG sont 
beaucoup plus résistants. Nous ne voulons citer aucun chiffre, 
nous réservant de revenir sur ce sujet aprés examen minutieux 
des enfants non-vaccinés de familles bacilliféres. Mais notre 
impression est fondéesur des observations cliniques prolongées. 

Des faits plus précis se dégagent de l'étude de nos documents 
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sur la mortalité par tuberculose dans le groupe analysé. Jus- 
qu’a présent (janvier 1929), nous avons pu constaler, parmi les 
enfants yaccinés, seulement trois décés qui peuvent ¢tre plus 
ou moins justement attribués a la tuberculose. 

L’un de ces enfants, dgé de dix mois et demi, est décédé a 
Kharkoff en 1925, avec tous les sympltomes d'une tuberculose 
pulmonaire. Les deux autres sont morts hors de Kharkoff; un 
vacciné & Lougansk, agé de trois mois et demi, avec des symp- 
tomes de « méningite tuberculeuse », et l'autre vacciné & 
Kharkoff, parti pour Donnebasse, y mourut Agé de huit mois, 
d’aprés les renseignements fournis, d’une pneumonie aigué 
banale. 

Calmette, dans ses enquétes, a constalé que la mortalité par 
tuberculose, pour les enfants non vaccinés vivant dans les 
familles bacilliféres, de zéro & un an, nest pas inférieure a 
25 p. 100. Ce chiflre a élé critiqué de différents points de vue et 
trouvé par cerlains trés exagéré; nous avons donc jugé néces- 
saire de faire nous-méme notre enquéte dans les conditions 
particuliéres ot nous sommes placé et d’aprés notre propre 
plan. 

Nous rapportons ici les données de trois villes de l’'Ukraine 
ou tous les enfants ont été suivis par les dispensaires, et de 
Kharkoff ot il ont été également suivis comme les enfants vac- 
cinés (tableau X1). 


TasLteau XI. — Mortalité par tuberculose des enfants 
dans les familles avec malades bacilliféres (temoins non vaccinés). 


Jusqu’a 1 AN DE 4 a 2 ANS 


Surveillés | Décédés | p. 100 | Surveiilés | Décédés 


ee 


Kharkolff 125 
Lougansk 12 
Dniepropetrovsk. . 64 


WOtalee sss 201 


La simple comparaison des chiffres de mortalité par tuber- 
culose des enfants non vaccinés avec celle des vaccinés (16,9 
p. 100 au lieu de 2,4 p. 100 jusqu’a un an et zéro au lieu de 

28 
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9,7 de um & deux ans) parle de toute évidence en faveur de la 
vaccination. 

Nous sommes préts d'avanee a accuetllir toutes les objections 
possibles. Nous savons trés bien que « les bacilliféres ne sont 
pas tous également contagieux », que beaucoup d’entre eux ont 
des périodes pendant lesquelles les bacilles ne sont plus expec- 
torés; que les conditions sanitaires et hygiéniques sont tres. 
diverses dans un foyer tuberculeux, etc., et nous: prenons tou- 
jours en considération ces circonstances, mais ces) variations. 
sont les mémes chez les nom vaccinés que chez les vaccinés. 

Il est certain pour nous, d’aprés nos documents, que le taux 
moyen de mortalité par tuberculose des enfants non vaceinés. 
jusqu'a un an des familles bacilliféres est de 16,9 p. 100. 

Les discussions des rapports sur le BCG a la quatriéme con-. 
férence de la tuberculose de l'Union des Républiques Sovié- 
tiques, qui vient d’avoir liewa Tifflis, ont nettement appuyé nos 
conclusions. Le D" Pohitonova (Moscou) rapporta que, d’aprés 
les chiffres du dispensaire modéle du Commissariat de la santé- 
publique (NKZ), la mortalité par tubereulose des enfants jusqu’a 
un an, dans les famille bacilliféres, est de 16,07 p. 100. Le repré-. 
sentant de la commission du BCG de Kasan rapporte que sur 
104 enfants suivis dans les familles bacilliféres, de zéro 4 un:an,, 
17 cas de décés par tuberculose ont été enregistrés, c’est-a-dire 
16,3 p. 100. Il semble que la concordance frappante de ces 
chiffres moyens de mortalité en Ukraine, & Moscou et & Kasan, 
prouve que, pour le milieu social ow travaillent nos dispen- 
saires, ils sont tres proches de la réalité. 

Quoique le nombre de nos documents soit relativement res-- 
treint, nous basant sur les faits et observations qui précédent,. 
nous estimons que les résultats actuellement acquis nous per- 
mettent de considérer Ja vaccination des nouveau-nés par le 
BCG comme un moyen efficace d’augmenter leur résistance: 
envers l’infection tuberculeuse vidulente. 

En terminant, nous voulons attirer l’attention sur certains. 
points qui ont une grande importance pour la solution du pro- 
bléme dont il s’agit. 

Avec la vaccination des enfants per os, nous ne pouvons. 
jamais étre absolument surs qwune quantité suffisante de 
hacilles a pénélré dans lorganisme et qu’ils n'ont pas été 
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expulsés ou éliminés promptement par un péristaltisme intes- 
tinal plus ow moins violent. Aussi croyons-nous nécessaire de 
mettre & étude la question de Ja vaccination par voie sous- 
cutanée sux un petit nombre d’enfants, & titre d’essai, d’'autant 
plus que Vinnocuilé de cette méthode résulte des: nombreuses 
observations de Calmette. La méthode et les doses, cela va sans 
dire, devront étre discutées et définies par des commissions 
techniques  spéciales. 

Liaulre question, non moins graye, se rapporte ad ce fait que le 
vacein, si efficace qu'il puisse étre, ne peut pas:agir immédia- 
tement aprés: son administration. I] faut un certain temps pour 
quil détermine dans l’onganisme de l’enfant. vacciné des réac- 
tions d’immunité. Ce délai, d’aprés Calmette et. Guérin, est d’a 
peu prés um mois, et, pendant ce temps, il va sams dire que les 
enfants devraient étre isolés des malades bacilliféres. Par 
malheur, jusqu’& présent, nous ne sonrmes) pas: parvenus a orga- 
niser cet isolement. Toutes les: commissions d'études. dw BCG 
devront porter leur plus grande attentiom sur ce fait, pour ne 
pas fausser leurs, conclusions, eb il sera indispensable que: le 
groupe témoin. des, enfants non vaecinés de familles bacilliferes 
soit. placé dans des conditions exactement identiques a celles 
des enfants vaccinés. 

Leexpérience scientifique projetée actuellement dans une 
série de villes de /Union des Républiques soviétiques (SSSR) 
doit étre effectuée selon toutes ces régles. 


CONCLUSIONS. 


4° La vaccination. des nouveau-nés par le BEG d’aprés' la 
méthode et aux. doses préconisées par Calmette, n’influe en 
aucune maniére, cliniquement, sur le bien-étre, la tempéra- 
iure et l'état gastro-intestinal des enfants vaccinés. 

2° Les enfants vaccinés, dans: leur immense majorité, se 
développent tout & fait normalement. 

3° Le pourcentage des enfants retardés dans leur croissance 
ne dépasse pas les taux moyens des consultations de nourris- 
sons, d'aprés notre expérience de plusieurs années. 

4° On ne parvient pas & découvrir une influence: quelconque, 
cliniguement. définissable,, des affections: imtercurrentes, des 
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infections aigués, ni des réactions tuberculiniques périodique- 
ment renouvelées, sur l’accroissement de la virulence du BCG 
dans l’organisme de l'enfant vacciné, 

5° La rouble eénérale des vaccinés ne dépasse pas les 
chiffres moyens de i dge correspondant. 

6° Les autopsies des enfants morts de maladies intercur- 
rentes, adifférents intervalles aprés la vaccination (de buit jours 
a six mois), n'ont révélé ni dans les intestins, ni dans le sys- 
tame lympbatique, ni dans les organes viscéraux, de lésions 
anatomo-pathologiques ou microscopiques qu’on pourrait 
mettre au compte des qualités pathogénes du BCG. 

Nous basant sur les observations citées ci-dessus, nous 
considérons la vaccination des nouveau-nés d’aprés Ja méthode 
de Calmette comme une mesure pratiquement et compléte- 
ment inoffensive. 

8° Les enfants vaccinés vivant apparemment hors de tout 
contact tuberculeux donnent, dans un pourcentage considé- 
rable de cas, des cuti-réactions tuberculiniques positives. Ces 
réactions dépendent probablement de la quantité du vaccin 
quia pénétré dans |’organisme. Leur apparition n’est soumise 
a aucune régle évidente. Leur intensité est plutét faible, et elles 
ont une tendance 4 disparaitre assez rapidement. 

9° Les enfants vaccinés qui vivent dans un milieu manifes- 
tement tuberculeux donnent dans un plus important pourcen- 
tage de cas de fortes réactions tuberculiniques dés les six pre- 
miers mois de la vie. Nous croyons que ces fortes réactions 
sont dues & l infection tuberculeuse virulente venant de l’exté- 
rieur. 

10° Le plus grand nombre de ces enfants, malgré la présence 
d'une infection tuberculeuse virulente exogéne et d’une forte 
réaction tuberculinique, ont une croissance pleinement satis- 
faisante. 

11° Un petit groupe seulement d’enfants de familles bacilli- 
féres présente le tableau d’une tuberculose cliniquement déce- 
lable, d’évolution généralement bénigne et qui affecte surtout 
la forme d’adénopathie trachéo-bronchique. 

12° La mortalité par tuberculose des enfants vaccinés vivant 
dans les familles bacilliféres est jusqu’é maintenant infime. 

13° Nous fondant sur ce qui précéde, nous sommes porté a 
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considérer immunisation des nouveau-nés par le BCG comme 
une mesure capable d’augmenter la résistance envers les infec - 
tions tuberculeuses virulentes ultérieures. 

14° Pour tirer des conclusions définitives, un délai d’obser- 
vation plus long et des données plus completes, relatives aux 
enfants non vaccinés, sont nécessaires. 

15° Les qualités immunisantes du BCG étant admises, il y a 
lieu de tenir compte des considérations suivantes : 

a) Peut-étre, en raison de lVoriginalité de la méthode de vac- 
cination per os, doit-on penser que, dans certains cas, }’impré- 
gnation du systéme lymphatique de l’organisme par le BCG 
est insuffisante, par suite de l’élimination trop rapide des 6lé- 
ments bacillaires. 

6) La difficulté trés grande, dans les conditions ot! nous 
sommes placés, d’isoler les enfants vaccinés de la source 
dinfeciion pendant le temps nécessaire a |'établissement de 
Vimmunité. 

16° Les considérations exposées dans le paragraphe qui pré- 
cede nous portent & penser que les échees possibles de l’immu- 
nisation ne peuvent valablement pas étre mis au comple d’une 
insuffisante efficacilé du vaccin. 


PATHOGENIE DES SPIROCHETOSES ICTEROGENES 


(DEUXIEME MEMOIRE) (1) 


‘L’ACTION PATHOGENE DES MICROBES DE ‘SORTIE 
DANS LES SPIROCHETOSES, 


par le Prof. G..SANARELLI et le D' G, ,PERGHER, 


Directeur Assistant 
de l'Institut d Hygiene de l'Université de Rome. 


(AVEC DEUX PLANCHES) 


I. — Comportement des Leptospires 
dans l’organisme du cobaye. 


1° ACTION SPECIFIQUE PROPRE DES ‘LEPTOSPIRES. 


Il ressort des cbservations contenues dans le précédent 
mémoire, que l’épisode final du processus morbide provoqué 
chez les animaux par l’inoculation du Leptospira icteroides de 
Noguchi, est toujours occasionné par la brusque intervention 
de microbes éltrangers. On ne pouvail done déduire, de ces 
expériences sur les animaux, un jugement précis sur l’action 
spécifique concernant les seuls Leptospires. I] fallait éclaircir 
ce point, en dissociant l’action des Leptospires eux-mémes de 
celle des microbes qui, généralement, interviennent ensuite, 
pour achever l’ceuvre commencée par les premiers. 

A ce propos, notre ltache fut rendue facile, non seulement par 
des observations accidentelles, mais aussi par l'étude des pro- 
tocoles de nombreux cobayes, sacrifiés en temps divers aprés 
linjection du virus, afin de réaliser le plus grand nombre pos- 
sible de passages des Leptospires et d’augmenter au plus haut 
degré l’action pathogéne de ces microbes. 

Dans ces cas, nous avions affaire moins fréquemment a des 


(1) Voir Ces Annales, 43, janvier 1929. 
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microbes de sortie, bien que nombred animaux fussent sacrifiés 
mém» plusteurs jours apres inoculation du virus spirochéto- 
sique, au cours de stades avaneés ou tardifs de la maladie et, 
parfois, avec les premiéres manifestations de lictare. 

Par l'étude de ces animaux, en proiea une infection pure de 
Leptospires, il nous a été possible d'éclaircir Vaction pathogéne 
deces derniers. 

Voici briévement nos constatations : 

Les Leptospires, injectés au cobaye & dose mortelle.— en 
faisant abstraction des suites éventuelles qui peuvent surgir 
quelquefois par lirruption soudaine de microbes étrangers — 
exercent une action pathogéne propre, assez typique et uni- 
forme. 

Ajoutons que cette action n’est pas trés apparente. Par des 
observations failes en série, en sacrifiant, & différentes périodes, 
plusieurs groupes de cobayes — a partir de quarante-huit 
heures aprés l'inoculation du virus — nous avons constaté que 
jusqu’au quatriéme ou cinquiéme jour, on ne voit jamais, a 
lautopsie, d’altérations manifestes. 

Généralement, les Leptospires inoculés dams le péritoine font 
leur premiére apparition dans le sang périphérique au quatriéme 
jour, et les premiers signes de leur action spécifique appa- 
raissent pendant la cinquiéme ou la sixiéme journée. Les 
signes les plus précoces, et en méme temps les plus caracté- 
ristiques, sont: 1° les pétéchies dans les poumons, en raison 
desquelles la surface des lobes, qui présente un aspect semblable 
& celui que l’on rencontre chez les cobayes movts de spiroché- 
tose icléro-hémorragique, a été comparée aux ailes d'un 
papillon du genre Vanessa; 2° les suffusions hémorragiques 
dans le tissu cellulo-graisseux des goultiéres lombaires; 3° par- 
fois la néphrite, révélée par des traces d’albumine dans les 
urimes. 

A partir du sixiéme jour on peut aussi observer, mais excep- 
tionnellement, les signes de légers troubles intestinaux ; rane- 
ment, on trouve la rate un peu grossie; plus rarement encore, 
une sérosité péritonéale d’aspect hématique. 

Cependant, il faut remarquer que chez quelques cobayes 
trouvés all’autopsie complétement envahis par les Leptospires, 

ees altérations — qui ne sont d’ailleurs pas graves — peuvent 
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faire défaut, de méme que dans quelques cas on peut rencontrer 
des suffusions sanguines dans les poumons et dans les gout- 
{igres lombaires, sans que l’animal ait présenté pendant sa vie, 
ni fiévre, ni amaigrissement. 

Des constatations purement accidentelles nous ont mis a 
méme de surprendre la présence des Leptospires dans le cou- 
rant sanguin de cobayes qui n’avaient jamais présenté de 
troubles dans leur état de santé, méme plusieurs jours apres 
Vinoculation du virus. 

Une fois on trouva les Leptospires dans Je sang trente-trois 
jours apres l’injection dans le péritoine. 


Il s’agissait d’un cobaye de 240 grammes, inoculé le 2 décembre. Le 
paroxysme fébrile écoulé, on pratique, le 9 décembre, une aspiration de sang 
du cceur et, par les cultures, on met en évidence les Leptospires. Le 
28 décembre, deuxiéme aspiration de sang du cceur; on isole un paratyphique. 
Le 4 janvier, c’est-d-dire trente-trois jo.rs aprés l’'injection péritonéale, le 
poids du cobaye était de 325 grammes. Etat de santé florissant. Troisi¢éme 
prélévement de sang du cceur; constatation des Leptospires au moyen des 
cultures. Quatriéme saignée le 24 janvier; 4 ce moment, le cobaye pesait 
370 grammes. Depuis, l’animal commenca a décliner et succomba enfin le 
40 février, savoir trente-sept jours aprés la derniére constatation de Lepto- 
spires, 4 la suite d’un processus pulmonaire de date ancienne. A l’autopsie, 
aucune allération des viscéres relevant des Leptospires. 


Dans ce cas done, les Leptospires ont pu se multiplier et cir- 
culer en grande quantité dans le sang pendant plus d'un mois, 
seuls ou accompagnés d’un B. paratyphique, sans donner de 
signes évidents de leur action. 


Encore plus significatives ont été les constatations de Lepto- 


spires chez des animaux qui avaient succombé & la suite 
d’infections de sortie. 


Un cobaye de 255 grammes fut inoculé le 1e¢" janvier avec la dose habituel- 
lement mortelle de virus. La fiévre dura du 4 au 9, atteignant 40° sans 
aucune diminution de poids. Prélévement du sang du coeur le 8 janvier. Tem- 
pérature 39°; poids s’élevant 4 275 grammes; on constate les Leptospires et 
en méme temps un B. proteus. Le poids de l’animal augmenta encore jusqu’a 
atleindre 285 grammes le 12 janvier. Soudainement, ce poids diminue. Le 
13 janvier, il estde 240 grammes. Le lendemain, le cobaye meurt. A Vautopsie, 
on trouve une gastro-entérite intense, provoquée par invasion brusque d’un 
B. paratyphique. Aucune allération relevant des Leptospires. Ceux-ci étaient, 
néanmoins, en grande quanlité dans le péritoine, le foie, les reins. 


Dans ce cas, les Leptospires restérent vivants dans Porga- 
nisme du cobaye pendant quatorze jours, méme accom pagnés 
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d’un microbe de sortie (B. proteus), sans donner lieu & aucune 
altération. La catastrophe avait été, évidemment, déterminée 
par l’apparition soudaine de la septicémie paratyphique. 

Quand les microbes de sorlie n’apparaissent pas sur la scénc, 
ilsemble que l’animal n’éprouve aucun trouble de Ja présence 
du Leptospire, et en effet il supporte alors impunément des 
quantités méme considérables de virus. 

Nous en avons observé quelques cas. En voici un : 


A un petit cobaye de 250 grammes, on injecte (8 juillet) 2 cent. cubes de 
virus. Le lendemain, apparition de la fiévre (395) et diminution du poids, qui 
décline pendant quelques jours. Mais neuf jours aprés (!8 juillet), bien 
qu’avec une température rectale de 38°9, animal avait déja recouvré son 
poids primitif. On pratiqua alors une deuxiéme injection péritonéale de 
3 cent. cubes de virus. L’animal n’en ressenlit rien; la température s’éleva 
durant quelques jours (jusqu’éa 39°41), mais le poids de l’animal continua de 
s'accroitre. Un prélévement de sang du cceur, effectué quarante-huit heures 
aprés la seconde inoculation, décela des Leplospires. Le 4 février, le cobaye 
avail atteint 310 grammes. Troisiéme inoculation péritonéale (3 cent. cubes 
de virus). Les effets furent encore nuls. Le 13 février, 4° injection (3 cent. 
eubes de virus). Le poids de l’animal continua son ascension jusqu’a 
atteindre, le 20 février, 330 grammes. Le cobaye fut alors définitivement 
placé dans la seclion des immunisés. 


Voici un autre cas intéressant parce qu’il est reslé unique 
entre toutes nos expériences. 


Dans le péritoine d'un cobaye de 280 grammes on injecte (20 octobre) une 
émulsion d’organes riches en Leptospires. L’animal présente quelques 
élévations fébriles, mais commence tout de suite A diminuer progressive- 
ment, quoique lentement, de poids. Le 20 décembre, savoir soixante el un 
jours aprés l'inoculation virulente, il meurt, pesant alors 220 grammes. A 
Vautopsie, gastro-entérite intense, due 4 un paratyphique de sortie. Lepto- 
spires dans Ie foie, dans les reins, dans les glandes surrénales. 


Il faut en conclure que les Leptospires, méme doués de 
virulence, peuvent pulluler longtemps dans l’organisme sans 
donner lieu & des troubles manifestes, ou, tout au plus, a des 
élévations fébriles et & des lésions peu importantes el inca- 
pables de causer, seules, la mort. Les Leptuspires peuvent 
demeurer longtemps dans le sang et les tissus, non seulement 
sans troubler l'état général de l’animal, mais aussi coexistant 
avec d’autres microbes. Cela rappelle l’observation de Monti (1), 


(1) Epidemiologia, patologia e patogenesi della spirochetosi ilterogena. 
Bull. Soc. Med. Chir. di Pavia, 4 aprile 1947. 
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quia constalé que, pendant la période «invasion, les malades 
atteints dictére infectieux ne s’apergoivent agesiee pas qu’ils 
sont fébricitants. ey 

Remarquons tout de suite que mous avons observé des cas 
dans lesquels, par contre, la disparition des Leptospires s'est 
effectuée avec'une surprenante rapidité. 

Ona déja dit que, dans un grand nombre de cas tres graves, 
c'est-a-dire caractérisés par lVintensité remarquable des lésions 
viscérales, des hémorragies et de Victere, la recherche des 
Leptospires reste souvent stérile. 

En effet, dans les infections ‘qui aboutissent par eon umpc a 
une edlibadiods eénéralisée, la recherche du Leplospire est le 
plus souvent négative, tant par l’examen a J’ultra qu’avec les 
cultures. Seulement chez ‘quelques sujets on trouva ces micro- 

organismes dans le foie, mais en quantilé toujours minime et 
he ir te immobiles. 

‘On dirait que les Leptospires'‘tendent a dts posite os a la hate, 
aprés avoir ouvert la voie & des microbes plus dangeréux, 
méfait auxquels ils abandonneraient la tache d’achever promp- 
tement ce qu ils ont déja préparé insidieusemeat. 

D’ailleurs, on sait trés bien que le dépistage des spirochetes 
reste aussi assez fréquemment négatif, méme chez (homme 
infecté : par exemple, dans Ja maladie de Weil. 

Si Ton veut faire abstraction des résultats négatifs souvent 
relatés par Noguchi, par Le Blane et par tant d’autres cher- 
cheurs dans la fiévre jaune, il faut rappeler les observations 
nombreuses faites 4 Sumatra par Baermann et Smits (1). Ces 
auleurs, qui ont éludié de nombreux cas de maladie de Weil, 
ont déclaré, tout récemment, ayoir isolé les spirochétes dans 
496 cas, tandis que cet isolement ne leur fut pas possible dans 
150 autres cas. Dans les formes classiques de la maladie de 
Weil, l'isolement des spirochétes, apres une seule injection péri- 
tonéale, méme abondante, de sang (5-10 cent. cubes) chez les 
cobayes, fut obtenu par cesauteurs.dans 20 p. 100 seulement des 
cas. Sils pratiquaient trois injections quotidiennes successives 
de sang, le peurcentage des isolements s’élevait & 70 p. 100. 


1) Diagnose, Klinik, Epidemiologie ‘and Therapie der eipeprteie Weil- 
nese Erkrankung, Centralol. f. Bakt.; Orig. 1928, Bd 105, 8S. 345 
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Done, 30 p. 100 des insucets semblent dépendre d’imperfec- 
tions techniques inévitables. . 

Uhlenhuth et Hermann ont également démontré (1) que des 
injections d’émulsions d’organes de cobaye infectés par Sp. 
icterohemorragie peuvent veproduire whez diautres cobayes la 
maladie de Weil, méme si les agents spécifiques ne peuvent 
étre décelés niaumicroscope, ni par les custures. . 

Si l’on remarque que, dans les milieux acides, méme dans 
ceux qui présentent une acidité tras faible, on constate facile- 
ment la lyse,des spirochétidés, on peut s’expliquer pourquoi 
ces micro-organismes sont si souvent introuvables, étant donné 
Létat dacidose que parfois on vérifie dans ces infections et 
comme, en effet, mous J’avons observé dans quelques expé- 
riences sur les Japins. ' 


2° ‘Leprospires Et Micropes, 


Puisque les cas pour lesquels layrecherche des Leptospires 
resle négative concernaient presque !oujours des cobayes qui 
succombaient 4 la brusque apparition d wne infection de sortie, 
nous avons voulu faire quelques expériences in vitro pour 
rechercher ‘comment se comportent les Leptospires vis-a-vis 
d'autres microbes. 

Bien que des observations faites 7 vitro on me puisse ipas 
déduire ce quise passe dans lorganisme vivant, nous verrons, 
méanamoins, que-ces recherches ne furent pas inutiles. 

Nos observations faites sur des tubes de Kaneko, sense- 
mencésirespectivement avec des microbes différents, nous-ont 
donné les résultats suivants : 

‘Si Von ensemence ensemble de petiles quantités de Lepto- 
spires et des sireptocoques hémolytiques, on assiste au déve- 
loppement dune culture mixte. Les deux micro-organismes se 
multiplient simultanément. 

Si ion ajoute quelques goulles d'une culture de strepto- 
coques & une culture de Leptospires tros développée, les strep- 
tocoques se multiplient parfaitement au milieu des Leptospires, 


(1) Neue Untersuchungen tiber die Umwandlung der Spirochxta pseudo- 
icterogenes (Wasserspirochaeta) in die Spirocheta icterogenes (Erreger der 
Weilschen Krankheit). Mediz. ‘Klin., 22. apr. 1927p. 599. 


426 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


sans nuire, en apparence, a ces derniers micro-organismes. 
Mais si l'on ajoute quelques gouttes d’une culture de Lepto- 
spires & une culture luxuriante de streplocoques en milieu 
Kaneko, les premiers micro-organismes ne se développent pas; 
bien plus ils se détruisent. Cependant ils ne meurent pas vite. 
En effet, si avant vingt jours on filtre la culture sur bougie 
Berkefeld ct si l'on cultive le filtrat sur Kaneko, on obtient de 
nouveau une culture pure de Leptespires. 

Nous avons obtenu des résullats presque analogues en 
employant le staphylocoque doré et Sarcina lutea. 

Le colibacille virulent se montre, au contraire, beaucoup 
plus nuisible pour les Leptospires. Avant tout, il acidifie, 
quoique faiblement, le milieu Kaneko. Cette acidilé cause la 
destruction des Leptospires. En effet, le moindre degré d’acidité 
est absolument incompatible avec la vie des spirochétidés (1). 

Nous avons répété les mémes expériences avec Sp. tctero- 
hemorragie et Sp. antumnalis (type A), que nous avions pu 
nous procurer grace & l’obligeance du_professeur Pettit, de 
l'Institut Pasteur. 

En ajoutant a des cultures luxuriantes de ces deux spiroché- 
tidés quelques gouttes de culture de streptocoques ou de staphy- 
locoques, on peut observer deux sortes de résultats : 41° les 
microbes que l’on a ajoutés ne se développent pas, et alors les 
spirochétes continuent a vivre et a pulluler; 2° les microbes 
ajoutés se développent et s'implantent tout de suite, et alors 
on constate la disparition, par lyse, des spirochétes. Mais dans 
ces cas, la lyse signifie aussi la mort. En effet, si l’on ense- 
mence le filtrat dans du Kaneko vierge, on n’obtient aucune 
prolifération des spirochétes. 

Les expériences in vitro apportent l’explication de ce que 
l’on observe parfois zn vivo. Citons-en quelques exemples. 


1° Dans le péritoine d'un cobaye de 215 grammes on injecte (16 janvier) 
{ cent. cube de culture Sp. icterohaemorragiz. Aprés une courte période de 
fiévre et une diminution progressive du poids, l’animal meurt, avec ictére, 
au sixiéme jour, présentant un tableau anatomique égal a celui que l'on ren- 
contre chez les cobayes qui ont succombé & linoculation du Lp. icleroides. 
Les spirochétes n’étaient pas décelables dans le sang, mais étaient abon- 


(1) M. Zuexzer. Zur Hydrobiologie der Spirocheta icterogenes syn. biflexa in 
den Tropen. Centralbl. f. Bakt, 4 Milt. Orig. 1928, p. 384. 
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dants dans le foie. Les cultures dans les milicux ordinaires révélérent Ja 
présence de microcoques et de strepto-bacilles dans le sang aussi bien que 
dans le foie. Les cultures du méme organe en milieu Kaneko donnérent lieu 
au développement des seuls spiroché/es. Evidemment, la présence de peu de 
microbes — peut-étre pas trés actifs — n’ont pas dérangé dans ce cas le 
développement des spirochétes en culture pure. 

2° Un autre cobaye, de 225 grammes, inoculé (16 janvier) dans le péritoine 
avec 1 cent. cube de culture de Sp. icterohaemorragiz, meurt, avec ictére, 
neuf jours aprés et ayant présenté un paroxysme fébrile de cinq jours. 
Tableau anatomique et baclériologique dune septicémie a streplocoques 
trés grave. Spirochétes seulement dans le foie. Mais les ensemencements de 
cet organe en milieu Kaneko ne donne lieu qu’au développement de strep- 
tocoques. Dans ce cas, la quantité excessive ou un pouvoir particulier anti- 
biotique des streptocoques, a empéché la multiplication des rares spiro- 
chétes. 

3° Un autre cobaye, de 180 grammes, meurt ictérigque neuf jours aprés l’in- 
jection de Sp. icteroides, avec le tableau d'une septicémie a4 streptocoques trés 
grave. Les bords du foie étaient jaunatres, ce qui fit soupconner un certain 
degré de stéatose. Mais l’examen histologique révéla des foyers nécrotiques, 
trés riches en streptocoques. Nombreux Leptuspires dans le sang et dans le 
foie. Les ensemencements en Kaneko donnérent lieu au développement 
simultané de Lepltospires et de streptocoques. Dans ce cas, done, il n'y eul 
aucun signe d’antibiose entre les deux micro-organismes. 


De ces observations il résulte que, dans les phénoménes de 
concurrence et d’antagonisme avec d'autres germes, les spiro- 
chétidés semblent peu doués de résistance vitale. Cependant, 
cela n’exclut pas que, dans la nature, puissent se réaliser des 
conditions particuliéres, capables de donner lieu aux résultats 
les plus variés. 

On comprend ainsi, peut-élre, pourquoi la question des 
microbes de sortie dans les infections  spirochétidés, n’a pas, 
jusqu’aujourd’hui, attiré dune facon particuliére l’attention 
des chercheurs. 

De nos recherches il ressort encore un autre fait. C'est que, 
vis-a-vis de l'extréme gravité des lésions rencontrées & l’au- 
topsie (gravité qui coincide le plus souvent avec le tableau 
d'une septicémie), on est amené a supposer que les germes 
responsables de ce profond dérangement sont doués d’une 
grande virulence. 

Mais cette supposition apparemment logique s'est démontrée 
expérimentalement fausse. Les altérations anatomiques ne sont 
pas en rapport avec l’activité pathogéne du microbe respon- 
sable. Au contraire, ce dernier, essayé chez des animaux neufs, 
se montre souvent doué d'un pouvoir pathogéne bien faible et 
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parfois nul. Par exemple, le stee eptocoque (qui est le microbe 
que l'on note le plas fréqguemment, surtout dans les cas septi- 
cémiques et qui dans les milieux habituels donne de luxu- 
riantes cultures) n'est pas, en général, capable, a dose modérée, 
de tuer un cobaye par injection périlonéale! 

Une fois, nous avions attribué, de prime abord, de graves 
lésions trouvées.a l'autopsie d'un ns tdangie a. action d'un: bacille 
anaérobie qui avait complétement envahi le sang. Or, ce 
microbe, cultivé et inoculé, se montra absolument dépourvu 
d'action. pathogéne. 

Parfois, nous avons trouvé, comme microbes de -sortie 
envahissant largement le sang et les organes, des bacilles du 
groupe B.. subtilis. 

Ces constatations et lant d'autres analogues, nous ont portés. 
a admettre que linvasion de microbes de sortie dans un orga- 
nisme infecté par le Leptospire, doit étre attribuée, surtout, 
ala diminution ou & la disparition de la résistance de l’animal 
envahi. Il est probable que les microbes de sortie trouvent le 
champ libre parce que les Leptospires) ou. les Spirochétes. ont 
détruit toute défense cellulaire ou. humorale:, Foutefois, ils. 
entrent en action dans des conditions particuliérement  pro- 
pices. 

Parfois, en effet, lors de l'injection. péritonéale d'une. émul- 
sion d’organes d’un cobaye sacrifié au début du paroxysme: 
fébrile, on crut. avoir employé un matériel. pur, contenant des 
Leptospires.. Les ensemencements de. contréle révélérent, au 
contraire, que le. matériel était. contaminé, par exemple, par 
quelques streptocoques ou colibacilles. S'il s’agit de strepto- 
coques,, ils augmentent. vite leur virulence quand.on. les injecte 
dans le péritoine avec des émulsions d’organes. ou du sang, et. 
animal succombe bient6t & une septicémie. & streptocoques. 
Mais dans le cas de colibacilles, les faits,se déroulent. d'une 
facon: dillérente. 

Ils peuvent rester inactifs, jusqu'au moment ow. le: paroxysme- 
fébrile, div aux Leptospires, a préparé les. conditions, d’anergie. 
Le moment critique arrivé, les' microhes latents se déchaiment 
et animal meurt. 
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It. — Les microbes de sortie dans les infections 
par Sp. icterohemorragie et Sp. autumnalis. 


Au fur et & mesure que nos expériences démontraient la 
fagon singuliére dont se comportaient les Leptospires chez les 
diverses esp3ces animales, nous étions umenés a des conceptions 
un peu différentes de celles qui sont admises aujourd’bui, en 
ce qui concerne les limites du pouvoir spécifique des agents 
morbigénes en général, et des spirochétidés en particulier. 

Toutefois, nous nous sommes doutés que les résultats obtenus 
relevaient peut-étre d'une insuffisance de virulence de la souche 
de Lp. Palmeiras, que Noguchi nous avait envoyée. En outre, 
puisque les recherches de Puntoni et d’autres bactériologistes 
avaient démontré Videntité ou, du moins, Ja profonde affinité 
biologique entre le Leptospire de Noguchi et les spirochétes de 
la maladie de Weil, nous avons aussi voulu essayer chez les 
animaux l’action d’autres spirochétidés. 

Nous avons, en conséquence, étudié l’action de Sp. zclero- 
hemorragiz et de Sp. autumnalis, agent de la « fiévre d’au- 
tomne » du Japon. Ce dernier spirochétidé (type A), décrit par 
Katamura et Hara, a beaucoup d’affinitéavec celui de la maladie 
de Weil (4). 

On sait que la fiévre d’aulomne, connue en Japon sous le 
nom de « Akiyami » est. plutét bénigne, ainsi que, du reste, 
Victére infectieux de Weil en Europe. La’ maladie de Weil 
donne, dans les régions européennes, un pourcentage de mor- 
talité de 3.4 5, tandis qu’au Japon, et, particuliérement, en 
Egypte, elle acquiert des formes beaucoup plus graves, jusqu’d 
donner une mortalité de 30 &@ 50 p. 100. 


A. — Inrecrions par Sp. icterohemorragie. 


Nonobstant que, avant ou aprés la découverle des médecins 
japonais, la nature polymicrobienne de l’iclére hémorragique 
ait été admise par beaucoup d’auteurs, et que l'on ail méme 


(1) Sterayopouto et Hosoya, Sur les spirochétidés, agents de la fiévre d’au- 
tomne du Japon. ©. R. Soc. de Biol., 5 mai 1928. 
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pensé, en se basant sur les constatations cliniques, & la possi- 
bilité d'un phénoméne synergique, il est étrange que, dans les 
expériences de laboratoire, personne n’ait tenu compte de ces 
précédents. 

De nos expériences, il ressort que, dans les spirochétoses 
hémorragigues, les recherches sur les mobilisations bacté- 
riennes présentent une importance égale 4 celle mise en 
lumiére dans les infections par Lp. icéeroides. 

Avec la souche trés virulente de Sp. icterohemorragie, que 
nous avions recue grace a l’obligeance de A. Pettit, nous avons 
répété beaucoup d’expériences chez les cobayes. 

Aprés Vinoculation péritonéale de 0,5-1 cent. cube de cul- 
ture de ce spirochélte en milieu Kaneko, la fiévre se manifes- 
tait (38°8-40°) & partir du troisiéme jour et persislait Jusqu’a 
la veille de la mort. Celle-ci survenait, d’ordinaire, au bout de 
huit & neuf jours. Le poids ne diminue jamais, et, vxaz les 
cobayes trés Jeunes (140-200 grammes) il augmente réguliére- 
ment a partir du lendemain de l'injection virulente. A la veille 
de la mort, il reste toujours supérieur au poids initial, malgré 
la légéere diminution gui se manifeste dans la période de 
Vhypothermie et du collapsus. 

Dans sa marche, donc, l’infection expérimentale par Sp. icte- 
rohemorragiez, ressemble a celle par Lp. icterordes. 

Aussi, le tableau analomique demeure (& peu prés) toujours 
le méme : ictére général, suffusions hémorragiques dans les 
parois abdominales, dans les ganglions inguinaux et dans les 
gouttiéres lombaires; sérosité hématique dans le péritoine et 
dans la plévre; rate parfois grossie et congestionnée; foie 
congestionné ou, quelquefois, anémié ou jaunatre; pétéchies 
et taches hémorragiques dans les poumons; estomac avec des 
hémorragies punctiformes; urine albumineuse, etc. 

Cependant les recherches bactériologiques nous apportaient 
une vraie surprise : 

Les 17 cobayes morts a la suite de Vinoculation des spiro- 
chétes de Inada et Ido, présentérent toujours le tableau bacté- 
riologique d’une septicémie & streptocoques, pure et massive. 
Dans un seul cas, la seplicémie fut polymicrobienne : on 
trouva, associés aux streptocoques, des colibacilles, des pas- 
teureila, elc. 


PATHOGENIE DES SPIROCHETOSES ICTEROGENES 434 


Méme la péritonite purulente et les petits abcés rencontrés 
dans les organes d’un cobaye non ictérique, mort & la suite de 
septicémie streptococcique seizejours aprés l'injection du virus, 
étaient déterminés par des streplocoques. 

A Vultra, les spirochétes furent décelés en grande quantité 
dans le foie. On ne les trouva pas chez un cobaye non ietérique. 
mort de septicémie & streptocoques seize jours apres |’inocula- 
tion de virus. 

ll semble done que Sp. tcterohemorragiz déchaina chez les 
cobayes des infections générales 4 streptocoques, d'une maniére 
encore plus réguliére que Lp. icteroides. 

Deux cobayes seulement (de 180 grammes environ chacun) 
survécurent, aprés avoir présenté, pendant une vingtaine de 
jours, des variations fébriles entre 38°5 et 40°. Leur poids, 
nonobstant Ja fiévre, alla toujours en augmentant jusqu’a 
320 grammes pour le premier et 395 grammes pour le second. 
Evidemment, ces deux animaux avaient échappé au_ sort 
commun, parce que, pendant la fiévre, aucun microbe de sortie 
n’avait fait son apparition. 


B. — Inrectioxs par Sp. autumnalis. 


Au sujet de ce spirochétidé, nous n’avons trouvé dans la 
littérature aucun travail visant des recherches microbiolo- 
giques. 

On sait seulement que | infection produite chez le cobaye par 
ce spirochéte détermine des manifestations hémorragiques 
plus accenluées que celles provoquées par Sp. wterohemor- 
ragie (1). Cela est contraire & ce que l’on constate dans la 
fievre d’automne du Japon, ot il ny a ni hémorragies, ni 
exanthémes. . 


4° ExphrieNcEs CHEZ LES cosAves. — Généralement, nous 
avons utilisé des cobayes de 130-180 grammes. 

L’infection obtenue par inoculation péritonéale (1 cent. cube 
de culture jeune) détermine avant tout la fiévre, entre 39° 
et 40°; celle-ci, dans les cas aigus, dure Jusqu’a la veille de la 


(1) Sréranorouto et Hosoya. Loc. cit., p. 1318. 
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mort, qui survient au bout de cing a huit jours dans les cas 
rapides; au bout de onze a vingt-six jours dans les cas doat le 
cours est plus lent. 

Le poids n’est pas influencé par la fiévre et, en général, il 
continue 4 s’accroitre, diminuant seulement un peu la veille 
de la mort. Ordinairement, le poids de !’animal morl est supé- 
rieur au poids initial du méme animal vivant. 

Dans le cas aussi de Sp. aulumnalis, il semble que ce germe 
ne produise pas de substances toxiques capables d’exercer une 
influence quelconque sur la nutrition générale. 

Dans les cas aigus on constate le tableau anatomique sui- 
vant : ictere plus ou moins accentué; suffusions hémorra- 
giques dans Jes ganglions imguinaux et dans les gouttiéres 
lombaires; parfois, exsudat hémorragique dans le périloine ; 
pétéchies et infiltrations hémorragiques dans les poumons ; 
foie généralement pale et exsangue; rate parfois grossie; urine 
le plus souvent ictérique et albumineuse. Par Jexamen 4A 
lultra on constate des spirochétes concentrés dans le foie e1, 
dans certains cas, en quantité tellement massive qu ils comsti- 
tuent de vrais feutrages. Cependant, leur recherche reste 
parfois complétement négative dans lous les organes. 

Par les cultures, on décéle constamment des microbes de 
sortie et toujours les mémes : streplocoques, staphylocoques, 
paralyphiques et télrades, surtout dans le foie, la rate et le 
péritoine. Nous avons observé que, lorsque l’infectton de sortie 
est polymicrobicnne, constituée, par exemple, par des staphy- 
locoques et des paratyphiques, les lésions amatomiques sont 
beaucoup plus graves. Il semble donc que la collaboration 
simultanée de diverses espéces microbiennes délermine une 
exaltation synergique de leur pouvoir toxique. 

Cela ne constitue pas une nouveauté. Nous en connaissons 
un précédent dans la strepto-diphtérie. 

Plus intéressants encore sont les cas subaigus. Geux-ci se 
manifestent en général quand la dose du virws inoculé est 
faible (par exemple 0,5 cent. cube) et quan: l’animal dépasse 
le poids de 200 grammes. Dans ces cas, la fiévre persiste plus 
longtemps que dans les cas aigus: sept, huit et méme jusqu’a 
quatorze et seize jours, et Victére n’apparait pas. Si la mort 
survient au bout de dix & douze jours, les lésions anatomiques 
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sont a peu prés analogues a celles des cas aigus, mais si elle 
survient plus tard, au bout de seize & vingt-six jours, on releve 
la présence d’un grand nombre de pelils abces miliaires, loca- 
lisés surtout dans le foie et la rate. Dans les gouttidres Jom- 
baires on observe parfois uve arborisation noiratre, résidu 
danciennes hémorragies. Dans tous les cas subaigus, le 
lableau est toujours celui d’une seplicémie a streptocoques 
ou a pasteurella. Les infections mixtes sont rares. Les petits 
abeés ou nodules nécrotiques, provoqués par les streptocoques, 
finissent, avec le temps, par affaiblir toute résistance de l’orga- 
nisme et provoquent la septicémie. 
Un de ces cas, trés intéressant, mérite d’ sine mentionné : 


Deux cobayes, du poids respectif de 165 el 170 grammes sont inoculés 
dans le péritoine avee 1 cent. cube de culture en Kaneko. 

Chez le premier cobaye, la fi¢vre apparait au quatriéme jour, persiste sept 
jours et puis la température redevient normale. Le poids du corps augmente, 
néanmoins, progressivement; au douziéme jour il était de 190 grammes. 
Au bout de quinze jours, il avait atteint 360 grammes. L’animal survécut. 

Chez le deuxiéme cobaye, la fiévre dure du quatriéme au huitiéme jour 
apres Tinoculation. On a ensuite une apyrexie de vingt-quatre heures. Le 
lendemain, la fiévre reprend et persiste jusqu’a la mort, qui survient vingt- 
quatre jours aprés l’immoculation du virus. Le poids avait augmenté d’abord 
progressivement, subissant un écroulement au huitiéme jour, puis augmenté 
de nouveau, lentement, pour s’écrouler encore, brusquement, deux jours 
avant la mort. 

A lautopsie, on trouve les poumons, le foie, la rate et les reins parsemés 
de petits nodules résistants, blanc grisalres, pleins de bacilles, qui furent 
identifiés plus tard comme ceux de la pseudo-tuberculose des rongeurs. Du 
rein on isola méme un B. proteus. 


Probablement, on peut interpréter ce cas de la facon sui- 
vante : le deuxiéme cobaye aurait peul-élre survécu comme 
son compagnon, si l’infection de sortie n’avait pas fait son 
apparition. L’écroulement brusque et transitoire du poids du 
corps et la rémisssion fébrile du shuitiéme jour, font supposer 
que, précisément dams cette journée, s'est produite linfection 
de sortie. 

Mais la sortie microbienne, dans un organisme sensibilisé, se 
traduit par un choc, qui est a son tour caractérisé par dc 
Vhypothermie. Dans le cas du deuxiéme cobaye, les microbes de 
la pseudo-tuberculose — qui, d’aprés certains auteurs, appar- 
tiennent au groupe des paratyphiques — au lieu de provoquer 
une crise anaphylactique mortelle ou une septicémie, s’étaient 
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localisés et avaient déterminé une affection chronique, suivie 
plus tard de mort. Celle-ci fut, peut-étre, hatée par l’apparition 
du B. proteus. : 

-Ce cas expérimental rappelle les rémissions typiques qui 
s observent dans la maladie de Weil et dans la fiévre jaune. 

Dans la fiévre jaune, la rémission sépare les deux paroxysmes 
fébriles, savoir la période dite inflammatoire de la période 
dite -ataxo-adynamique. On sait que cette rémission, que l’on 
ne doit pas confondre avec la chute définitive et vraiment cri- 
tique de la pyrexie, n’est que le signe d’un état de collapsus 
trés grave qui, dans la plupart des cas, précéde de peu de 
temps la mort. Il ne s’agit pas d’une crise favorable, signe de 
détente de |’infection, mais d’une crise néfaste ! 

Cette apparence de rémission — dit Corre (1) — est trés 
insidieuse. Elle se transforme en dépression rapide, 4 laquelle 
suit un état adynamique brusque et fatal, précédé par la chute 
du pouls, des vomissements persistants, du délire, du coma. 

Nos expériences démontrent clairement quelle est la cause 
de ces fausses rémissions. Elles sont produites par la brusque 
entrée sur la scene de microbes de sortie et par l’ictus anaphy- 
lactique. 

On sait que H. Pfeiffer (2) mesure la gravité de cet ictus par 
la baisse de la température. 

Les jeunes cobayes inoculés avec des cultures de Sp. autum- 
nalis, survécurent moins fréquemment que ceux inoculés avec 
les autres spirochétidés palhogénes. 

Méme chez les cobayes infectés par Sp. autumnalis, la sai- 
gnée favorise énormément les infections de sortie et la mort. 


2° ExprieNces cHeZ Les LApiINs. — On doit employer de 
préférence des animaux nouveau-nés, ne dépassant pas 200 a 
300 grammes. Le lendemain de Vinoculation péritonéale 
(1 cent. cube de culture en Kaneko), se manifeste une 
fiévre (39°), qui peut atteindre 40-41° jusqu’a la veille de la 
mort. Le poids du corps augmente néanmoins, rapidement et 


(1) Traité des fiévres bilieuses et typhiques des pays chauds. Paris, Doin, 
édil., 1883, p. 57. 

(2) Uber das verschiedene Verhalten der Korpertemperatur nach Injektion 
und nach Reinjektion von artfremdem Serum. Wien. Klin. Woch., 1909, n° 4. 
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réguliérement, comme chez les lapins neufs, et ne subit une 
baisse qu’a la veille de la mort, qui survient au bout de huit a 
dix jours. L’ictére précéde l’issue mortelle. Les lésions anato- 
miques sont un peu plus prononcées que chez les cobayes. On 
trouve des sérosités jaundtres dans le péritoine et dans le péri- 
caide; quelques points hémorragiques dans |’estomac; urine 
ictérique et albumineuse ; rate parfois un peu grossie; foie 
hyperémié et noirdtre dans certains cas. Dans les poumons on 
n’observe jamais ces suffusions hémorragiques et ces pétéchies 
typiques représentant les signes les plus caractéristiques des 
cobayes qui meurent parasilés par des spirochétidés. 

Sous le rapport anatomique ily a, donc, une correspondance 
compléte entre ces différentes infections expérimentales. Cela 
appuie l’opinion, désoimais devenue générale, de ?alfinité trés 
étroite de ces espéces microbiennes. 

En effet, en employant le sérum ictérique obtenu par centri- 
fugation du sang du ceeur d’un de nos lapins, mort huit jours 
aprés l’inoculation de Lp. icteroides, Puntoni a observé qu'il 
agglutinait, au méme taux, soit le Leptospire de Noguchi, soit 
les autres spirochétidés de Inada-Ido et de Kalamura-Hara. 

Chez les lapins morts aprés inoculation de Sp. autumnalis le 
tableau bactériologique est, lui aussi, identique & celui des 
lapins morts par inoculation de Leptospires. Cependant, tandis 
que chez les cobayes on constalte une septicémie a strepto- 
coques, chez les lapins on trouve une colibacillose. 

La recherche des spirochétidés est en général positive, sur- 
tout dans Je foie qui, méme chez les lapins, représente l’organe 
le plus intensivement envahi. 

Dans le but de surprendre le moment des premiéres irrup- 
tions microbiennes chez les lapins infectés par les spirochétes, 
nous avons sacrifié quelques-uns de ces animaux avant l’appa- 
rition de l’ictére ou & ses premiéres manifestations exiéricures. 
Quelquefois nous avons réussi & trouver le sang et les organes 
tout a fait stériles ; d’autres fois nous avons surpris l’infeclion 
de sortie A son début, avec la constatation de rares microbes 
dans le foie et dans les reins. 

Nous avons dit qu’i] faut employer dans ces expériences des * 
lapins qui ne dépassent pas 200 & 300 grammes en poids. Mais 
un de nos lapins, qui pesait 480 grammes a succombé, icté- 
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rique, 4 la suite de l'imoculation de 4 cent. cube seulement de 
culture dans le péritoine. 

Nous avons apprisa vaincre larésistance naturelle des lapins 
plus 4gés aw moyen d’injections subintrantes. 

Les lapins dont le poids dépasse 400 grammes supportent 
bien, pendant plusieurs jours, sans diminuer en poids, méme 
des injections quotidiennes de spirochétes. 

En voiei um exemple : 

Lapin (n° 93), de 430 grammes, recoil (21 juin) en injection péritonéale 


1 cent cube de virus. L’injection est répétée ensuite tous les jours. L’allure 
du poids et de la température: est la suivante ; 


TEMPERATURE 
en degrés 


Matin 


2% juin. Injection péritonéale de 1% cent. cube 
Gey VNU ie a. 4 bas erie. Ses Nee: eS 

22 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
Ge, VIRUS}. Si). Aeris: bel. IS ee. 4 

23 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
CLOEVAMGIS rath tte s ta ten AR we, ewan ans aes 

24 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
GERVALLS tee catego se- oe) eee tee g rear ak tek 

25 juin. Injection péritonéale de: 1 cent. cube 
CERVITUSS. Meeise Fee gut se ae ahon ae sate peers 

26 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
OL eA N s Sila eS ar rbl spp tue eerie atte 

27 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
de virus. . . 

28 juin. Injection péritonéale de 1 cent. cube 
de virus. Manifestation de lictére. 

29 juin. Mort (aprés huit jours de maladie) ; 


Tableau anatomique : ictere intense et général, liquide dune couleur 
orangée dans le péritoine, foie jaunatre, rate grossie, intestin teint en jaune, 
poumons un peu congestionnés, vessie contractée et vide. Spirochétes dans. 
le sang et dans le foie. Les cultures révélent une septicémie colibacillaire. 


Il semble done que l’organisme: du lapin résiste trés bien awx 
doses, méme multiples, du virus, qui provoque seulement de 
la fiévre. Les doses multiples du virus ne sont pas capables 
d’abréger d'une fagon quelconque la durée habituelle du pro- 
vessus spirochétosique, mi d’exercer quelque influence sur la 
nutrition générale, c’est-a-dire sur le poids. Cela signifie done 
que bes spirochétidés n’élaborent pas et ne déversent pas dams la 
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circulation sanguine des quantités sensibles de produits toxiques. 

On peut donc supposer que dans quelques organes, par 
exemple dams le foie, ils provoquent par leur présence des 
troubles seulement fonctionnels et locaux. 

Aussitot quelinsuffisance hépatique, produite par l’action de 
contact des parasites, a atteint un certain degré, a lieu l’écrou- 
lement des défenses locales et les infections de sortie sont rew- 
dues possibles. Ce sont ces derniéres qui provoquent les crises 
terminales que mous pourrions trés bien nommer « erises 
néfastes » pour les distinguer des crises « bienfaisantes » que 
l'on observe généralement dans les processus infectieux aigus. 

Nous avons fait des expériences sur les jeunes chiens, qui, 
cependant, se sont montrés assez résistants & Il’action de 
Sp. autumnalis. Ce fait nous a paru d’autant plus étrange, que, 
de Vensemble de nos observations, it semble ressortir que 
Sp. autumnals exerce une action plus marquée — au moins 
chez les cobayes et les lapins — que Sp. icterohemorragiz. 


Ill. — Difiérences histo-pathologiques entre les infections 
par Leptospires seuls 


x 


et les infections a crises terminales « néfastes ». 


t° Tani AU HISTO-PATHOLOGIQUE DES INFECTIONS 
pAR Sp. tetereides CHEZ LES COBAYES. 


A quoi doit-on attribuer, chez ' homme et chez les animaux 
infectés par des spirochétidés, celte réceptivité falale vis-a-vis 
des infections microbiennes de sortie? 

Dans aucune autre maladie imfectieuse on n'a signalé un 
phénomene si accentué et si constant. 

Cela signifie que, dans les spirochétoses, ont lieu des chan- 
gements profonds et spéciaux, de nature humorale, qui sont 
singulitrement favorables au rappel et a l'implantation de 
microbes étrangers. 

Nous avons essayé d expliquer, chez les cobayes spirochétisés, 
les causes de cette anergie, laquelle se manifeste lors de la 
premiére rémission ou au début de l’apyrexie définitive. 

D'abord nous avons pensé & une modification du pouvoir 
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bactéricide da sang. Mais des recherches a ce sujet ne nous ont 
pas donné de résullats concluants. En employant comme 
microbe d’essai le B. typhique et en procédant & la numération 
des colonies sur plaques de gélose, nous avons trouvé que, vis- 
a-vis de ce microbe, les sérums iclériques de cobayes se com- 
portent & peu prés comme des sérums normaux. Bien plus, en 
ensemencant le B. typhique dans les deux sortes de sérums et 
en le cullivant & 37°, on observe que, dans le sérum normal, il 
se développe mieux que dans le sérum ictérique! 

Des essais analogues ont été faits avec le streptocoque, mais 
ont donné eux aussi des résultats peu concluants. 

En somme, |’étude de la bactéricidie n’apporte pas l’explica- 
tion de la tendance particuliére que l’on constate chez les ani- 
maux spirochétisés & subir lesinvasions microbiennes de sortie. 

D’ailleurs, si les résultats avaient méme été différents, ils 
nauraient pas éclairci tous les points obscurs du probleme. Par 
exemple, nous avons déja dit que les plus graves altérations 
anatomiques chez les cobayes qui succombent aux processus 
aigus ou subaigus, ne coincident pas toujours avec le tableau 
bactériologique le plus grave, c’est-a-dire septicémique. Nous 
avons, en outre, remarqué les difficultés que l’on éprouve par- 
fois dans le dépistage de certains microbes de sortie, quand 
leur nombre est faible et que leur localisation précise n’est pas 
indiquée, & l’autopsie, par quelques signes évidents. Cela 
améne & supposer que, dans l’organisme d'un animal infecté 
par le Leptospire et sensibilisé par ce méme microbe, il peut 
se produire une réaction grave et mortelle par suite de l’inter- 
vention de bactéries, méme en petit nombre, non virulentes et 
de nature banale. 

Pour essayer d’apporter quelque lumiére dans ce probléme, 
si enchevétré, nous avons décidé d’en poursuivre |’ étude méme 
au point de vue histologique. 

Le premier qui ait décrit les altérations microscopiques des 
divers organes dans |’infection expérimentale par Leptospire chez 
Ics cobayes, a 616 Noguchi. Ses observations, cependant, sont 
quelque peu sommaires et peuvent se résumer comme suit (1) : 


(1) Transmission experiments on Yellow fever. Symptomatology and 


pathological findings in animal experimentally infected. The Journ. of Exper. 
med,, 1919, p. 585. 


PATHOGENIE DES SPIROCHETOSES ICTEROGENES 439 


Poumons: foyers hémorragiques nombreux et étendus, avec les alvéoles 
gorgés de sang. OEdéme des tissus environnants. 

Foie: tuméfaction et nécrose de la plupart des cellules hépatiques, dont 
les noyaux sont tuméfiés et dégénérés. Dans quelques zones, les cellules 
sont dissociées et quelques-unes d’entre elles présentent des vacuoles. Les 
cellules voisines des vaisseaux sanguins paraissent moins frappées que 
celles siluées autour des branches de la porte. Zones hémorragiques dis- 
tribuées irréguli¢rement. 

Reins: épithélium des tubuli granuleux, tuméfié, parfois avec vacuoles; 
cylindres granuleux et hyalins ; glomérules fortement injectés ; hémorragies 
nombreuses dans les substances médullaire et corticale. 

Glandes surrénales: dégénérescence parenchymateuse, congestion et 
hémorragies. 

Estomac et intestin: muqueuse congestionnée avec zones hémorragiques. 

Rate : hémorragique et gorgée de sang. 


Evidemment, en se basant sur ce tableau anatomique, 
Noguchi a été poussé & conclure que, chez les animaux d’expé- 
rience, la mort est due aux lésions qu’il a cru causées unique- 
ment et directement par le Leptospire (1). 

D’aultres auteurs, qui ont entrepris la méme étude, ont abouti 
a des résultats qui ne confirment pas complétement ceux 
observés par Noguchi. 

Hoffmann (2) trouve que les altérations produites par le Lp. 
tcteroides sont identiques & celles produites par le Sp. ictero- 
hemorragie ; il exclut lexistence de faits de dégénérescence dans 
les cellules hépatiques et conclut que les lésions anatomiques 
de la fiévre jaune sont analogues a celle de la maladie de Weil. 
Les altérations du foie dans les deux maladies différeraient 
seulement en intensité et non dans leur caractére essentiel. 

Au contraire, Perez Grovzas et Garcia (3) trouvent dans le 
foie une dégénérescence graisseuse de tous les éléments cellu- 
laires. Labredo (4) n’a trouvé niles dégénérescences, niles hémor- 
ragies que l’on cbserve chez l’homme; Guileras (5) affirme que 
Jes lésions produites par Lp. zcteroides sont tres différentes de 
celles de Ja fiévre jaune humaine et, au contraire, sont identiques 


(1) Yellow fever research 1918-1924. Journ. of Trop. Med. a. Hyg., 15 mars 1925. 

(2) The hystopathology of yellow fever. The Journ. of Trop. Med, a. Hyg., 
1924, p. 235. 

(3) Experimental transmission of Yellow fever. The Journ. of the Americ. 
med. Assoc., 1924, p. 352. ; ; 

(4) Leptospirilosis experimental, etc. Revista de Méd. y. Cir. Habana, 
25 septembre 1921. 

(8) Expedicién al Africa y estudios de fiebre amarilla, Jbid., 10 mars 1921. 
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a celles de l'ictére infectieux. Aussi Snijders (1) confirme le 
méme fait, en affirmant qu'il n’est pas possible de différencier 
au point de vue anatomo-pathologique expérimental, la fievre 
jaume de la maladie de Weil. Perrin observe, au contratre (2), 
dans le foie des cobayes, des phénoménes congestifs et hémor- 
ragiques intenses, de la dégénérescence graisseuse et des ilots de 
nécrose. Miller (3) confirme simplement les vues de Noguchi. 

En somme, beaucoup de confradictions; aucune idée bien 
précise ! 

En entreprenant de notre cété l'étude de la question au point 
de vue histologique, nous avons voulu séparer nettement les 
cas d'infections spirochétiennes, qui ont abouti & des infections 
de sortie, de ceux représentés par des infections pures, c'est a- 
dire provoquées par Jes seuls spirochétidés. Nous avons fait 
cette séparation de cas, soupconnant déja la cause probable des 
contradictions qui existaient parmi les auteurs mentionnés 
plus. haut. ; 

Nous avons donc éludié: 41° les organes de cobayes mors 
ictériques avec de graves lésions anatomiques et avec un tableau 
baetériologique du type septicémique (4 streplocoques); 2° les 
organes de cobayes morts ictériques avec de graves lésions 
anatomiques et un tableau bactériologique caractérisé par la 
présence de trés rares microbes de sorlie; 3° les organes de 
cobayes sacrifiés en série, du quatrieme au dixiéme jour de 
Vinfection spirochétienne, quelques-uns avec des manifestations 
déja iniliales dictére, mais trouvés & lautopsie exempts d’in- 
fections de sorlie. 

Le tableau suivant de comparaison permettra de relever faci- 
lement les remarquables différences qui exisient entre les. 
organes. de cobayes qui ont subi l'invasion des seuls Lepto- 
spires et les organes de cobayes qui, postérieurement, ont subi, 
d'une fagon massive ou discréte, directe ou indirecte, des inva- 
sions de microbes de sortie. 


(1) Zur pathologischen Anatomie der Leber bei Gelbfieber und..Weilscher 
Krankheit Nochl. Zestschr., in Arch. f. Seh. w. Trop, Hyy., 26, 1921, p. 539. 

(2) The hepatic lesions of experimental yellow fever. The Americ. Journ. of 
Trop. Medicine, 1°* janvier 1923. 

(3) Histopathology and hematology of experimental yellow fever. Proc. 
Internat. Conf. Problem in tropical America, 22 juillet 1924. 
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ALTERATIONS PRODUITES DANS LES ORGANES DES COBAYES 
a se 


par « Lp. ieleroides » seuls. 


Poumons: congestion légére de lor- 
gane; hémorragies parsemées irré- 
guli¢érement, qui me dépassent jamais 
en étendue 4 & Salvéoles et ne tendent 
pas a la contluence. La structure du 
poumon et la continuité des parois 
alvéolaires sont parfaitement con- 
servées. Si om excepte les points 
hémorragiques, F organe présente ses 
alvéoles complétement libres. 


Fom: structure bien conservée:; 
aucune trace dextravasations san- 
guines ; parfois tuméfaction trouble 
des cellules hépatiques, due @ un 
certain degré de stase sanguine et & 
la fiévre; voies biliaires libres; 
quelques cellules présentent des va- 
cuoles, mais la coloration par l'« Eear- 
late R» ne révéle aucune dégéné- 
rescence graisseuse. Dans le foie 
dun seul cobaye om a observé des 
zones presque imcolores, situées en 
général & la périphérie du lobule 
hépatique, prés: dum espace de Kier- 
nan et dans lesquelles les cellules 
hépatiques avaient perdu heur strue- 
ture et présentaient leur protoplasme 
avec quelques vacuoles. On supposa 
qu'il s’agissait de: cellules: parasitées 
par les Lep‘aspires. 


par « Lp. icteroides » et microbes 
de sortie. 


Poumens:: tous les vaisseaux pul- 
monaires, sans exception, sont for- 
tement congestionnés.. Extravasions 
sanguines remarquables dans les 
espaces inter-alvéolaires eb & linte- 
rieur des alyéoles, avee désorganisa- 
tion des rapports histologiques. Les 
hémorragies comprennent méme 2 a 
3 champs: microscopiques et A leur 
intérieur on observe ume intense 
réaction leucocytaire. On constate 
aussi um processus: de réaction dans, 
les, petites: bronches, qui contiennent 
des hématies, de la fibrime et des 
ceHules épithéliales détachées et 
dégénérées. 

For : distension générale des vais- 
seaux sanguins; effractions vasales 
et hémorragies intercellulaires con- 
sécutives, avec destruclion de tous 


. les rapports de contiguité et de con- 


tinuité entre les cellules hépatiques, 
qui se présentent dérangées, isolées 
et entourées d’hémalies et comme 
nageant dans le sang extravasé. 
Cellules hépatiques augmentées de 
volume et granuleuses. Quantilé de 
foyers de nécrose, conslitués par des 
cellules hépatiques dégénérées, né- 
crosées et incolores, par des amas de 
substance albuminoide et par un 
résidu d’éléments cellulaires détruits. 
Ces endroits, alteints de nécrose, 
sent disposés en ilots et entourés 
d'une zone de réaction, dans laquelle 
om observe des éléments en caryo- 
cinése. Dans les coupes colorées 
avec érythrosine orange et bleu de 
toluidine, on observe des strepto- 
coques parsemés dans toute la zone 
de nécrose, plus nombreux, cepen- 
dant, au centre. Méme la ow la né- 
crose n’a pas encore exercé son 
ceuvre de destruction, on décéle des 
streptocoques en chainettes le long 


442 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Reins: fréquente congestion yvascu- 
laire, avec de petites zones (100-150 u) 
intensément ‘injectées, situées entre 
la substance corticale et la médul- 
laire, 4 la base de quelques pyra- 
mides de Ferrein. Glomérules nor- 
maux. La lésion essentielle du rein 
est représentée par une tuméfaction 
trouble des cellules des tubes con- 
tournés de premier et de second 
ordre et de la branche ascendante de 
Henle. Les cellules tombent en 
fragments, avec leur noyau, dans la 
cavilé des tubes. Aucune dégénéres- 
cence graisseuse. Ces lésions se 
trouvent en rapport direct avec l’em- 
placement des “Leptospires dans le 
parenchyme. Aucun cylindre, ni épi- 
thélial, ni hématique. Les parties 
excrétrices du rein contiennent par- 
fois de simples amas de détritus cel- 
lulaires. 


GLANDES SURRENALKES : parfois une 
congestion 4 peine marquée et exclu- 
sivement |bornée a la substance 
médullaireg 


“Jes deux substances: 


des capillaires et presque adhérents 
4 Vendothélium. 

Reins: contraste de couleur entre 
corticale et 
médullaire ; vaisseaux de la substance 
corticale gorgés de sang et tubes 
contournés intensément colorés. Sub- 
stance médullaire pale; la différence 
de coloration est en rapport avec le 
siége et l'intensité des lésions; forte- 
menl frappés sont les tubes con- 
tournés, Ja branche ascendante de 
Henle et la portion de Schweiger- 
Seidel. Cellules dela cavité des lubes 
en proie a la tuméfaction trouble et 
4 la dissolution granuleuse, souvent 
nécrosées, détachées de la membrane 
basale et tombées dans la cayité. 
Aucune dégénérescence graisseuse ; 
plusieurs phénoménes de caryocinése. 
Outre les cellules tombées, on trouve 
dans la cavité des tubes des hématies 
et des polynucléaires. Dans les tubes 
droits et dans ceux collecteurs, on 
observe de vrais cylindres épithéliaux, 
hématiques et mixtes. Glomérules 
fortement congestionnés, avec des 
anses gorgées de sang et qui dis- 
tendent la capsule de Bowmann. 
Celle-ci contient souvent un exsudat 
albumineux, finement granuleux, avec 
des globules rouges et des leuco- 
cytes; son épithélium capsulaire est 
desquamé et tuméfié par endroit. 
Hémorragies des tubes causées par 
les vaisseaux péritubulaires. Le tissu 
conjonctif péritubulaire montre aussi 
une intense réaction leucocytaire. On 
est, en somme, en présence d'une 
néphrite hémorragique. 

GLANDES SURRENALES: toujours. et 
fortement frappées par des épanche- 
ments hémorragiques dans la sub- 
stance médullaire. Le sang, en se 
frayant le chemin du centre vers la 
périphérie de ‘la glande, houleverse 
la structure du parenchyme de la 
zone fasciculée et réticulée. Hémor- 
ragies {sous-capsulaires, semblables 
a de vrais hématomes et qui éloignent 
lun de lautre les faisceaux de la 
zone corticale. Parfois, la glande se 
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trouve transformée en un lac de sang. 
Dans ces cas, sa structure normale 
nexiste plus. Elle est représentée 
par un mince réseau conjonctif, dé- 
chiré en plusieurs points et dans les 
mailles duquel, au milieu du sang, 
on rencontre des cellules et des 
colonnes cellulaires de la zone mé- 
dullaire, dans des états divers de 
dégénérescence. 

Tuse picEstir: hémorragies abon- 
dantes dans la muqueuse. Pétéchies 
généralement représentées par des 
capillaires dilatés & cause de la 
résistance amoindrie des parois. Dans 
quelques endroits, la pression endo- 
capillaire détermine l'effraction com- 
pléte des vaisseaux eux-mémes et le 
sang qui se déverse altére profondé- 
ment la structure de la muqueuse. 
Dans les zones hémorragiques on 
observe la chute de la partie super- 
ficielle de lamuqueuse. On trouve des 
hémorragies méme dans la_ sous- 
muqueuse, la muscularis mucose, et 
aussi dans l'épaisseur de la couche 
musculaire. Infiltration leucocytaire 
marquée dans la sous-muqueuse. 
Plaques de Peyer remarquablement 
grossies. 


Tube picestir: en général, normal. 


Rate: follicules de Malpighi tout a 
fait normaux. Dans les mailles de la 
pulpe, une certaine quantité de glo- 
bules rouges, parfois contenus dans 


Rate: follicules malpighiens aug- 
mentés de volume; vaisseaux san- 
guins parfois exsangues, parfois con- 
gestionnés; mailles du réticulum (le 


des cellules. ; la pulpe riches de sang. 


Par la simple lecture de ces deux tableaux histo-patho!o- 
giques, on reléve facilement que les graves lésions décrites et 
dessinées par Noguchi et confirmées par d'autres auteurs 
comme pathognomoniques des infections spécifiques par Lp. 
icteroides, ne correspondent point & celles que ces Leptospires 
seuls sont capables de produire. Evidemment ces auteurs ont 
vu et décrit des lésions que l'on trouve seulement chez les 
cobayes morts & la suite d’infeclions septicémiques de sortie. 

Ils avaient peut-étre pensé choisir pour leurs études micro- 
scopiques les cas les plus graves, en les considérant comme 
bien démonstratifs et, au contraire, ils ont porté leur attention 
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sur des cas dont la gravité était simplement due a l'interven- 
tion de microbes de sortic. Cela est aussi confirmé par les 
résultats de notre étude histo-pathologique sur le foie de 
cobayes morts avec le tableau typique de l’iclere grave a 
Leptospires. Nous avons, en effet, trouvé dans cet organe des 
nodules de nécrose, ayant laspect d’ilots, formés par des 
détritus cellulaires et nucléaires. 

Grace & un procédé de coloration convenable, nows avons 
réussi a démontrer, al’intérieur de ces ilots, de grands amas de 
streptocoques, comme on le voit dans les figures 2 el 3 (pl. I) 
qui accompagnent ce mémoire. 

J] s'agit done de simples foyers microbiens, n’ayant aucune 
signification spécifique et dus & l’action directe et locale de 
streptocoques de sortie. 

Qr,ces foyers correspondent probablement aux « nécroses insu- 
laires » et aux amas nécrotiques déerits et dessinés dans l’ouvrage 
de Martin et Pettit (1), comme lésions hépatiques caractéristiques 
chez les cobayes morts de spirochétose ictéro-hémorragiquce. 

Mais, il s’agit peut-étre de lésions anatomiques de méme 
nalure. Cela plaide en faveur de Videntité des processus mor- 
bides expérimentaux provoqués, 4 Paris ou 4 Rome, par les 
deux spirochétidés. 

Un fait analogue semble s’étre produit & propos de l’examen 
du foie de cadavres de jaumeux et de cobayes morts d'infection 
i ‘Leptospires. 

Noguchi et Pareja (2) ont insisté beaucoup, d’aprés leurs 
études effectuées en 19184 Guayaquil, sur l’abondance de certains 
« endroits nécrotiques » rencontrés dans le foie. Au contraire, 
Perez Grovas (3), d’aprés des recherches analogues faites & Vera- 
Cruz en 1920, nie la fréquence de ces « lésions nécrotiques ». On 
doit donc conclure que la fréquence plus ou moins marquée de 
ces foyers nécrotiques dans le foie, reléve de la dissémination 
plus ou moins grande des foyers formés dans Yorgane par des 
microbes de sortie : streptocoques, paratyphiques, etc. 

Mais on a constaté encore, si l'on veut méme faire abstrac- 

(1) Spirochétose ictérohémorragique. Paris, Masson, 1919, p, 444. 

(2) Transmission Experiments on Yellow fever. The Journ. of. Exper. med., 
1919, p. S&T. 


(3) Experimental transmission of Yellow fever. The Journ. of Exper. med., 
5 février 1921, p. 362. 
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tion de ces lésions en foyers, qu'a l’égard de l'intensité des 
altérations anatomo-pathologiques rencontrées A l’autopsie, ne 
ressort aucune ditlérence entre les cobayes qui meurent avec le 
tableau bactériologique d’une seplicémie, el ceux chez lesquels 
les microbes de sortie paraissent en petit nombre, ou loca- 
lisés seulement dans quelques organes. On est done amené, 
dans ces cas, & attribuer les graves désordres anatomiques 
décrits, et qui relévent évidemment et directement de ce que 
nous avons appelé la « crise néfaste », au déchainement d’un 
choc de nature anaphylactique, plutot qu’a l’action propre el 
directe des microbes. 

Les caractéres de toutes les altérations microscopiques que 
nous avons décrites lout & lheure démontrent leur nature 
anaphylactique. 

Les congestions viscérales intenses, accompagnées parfois de 
graves et soudaines hémorragies dans les cavités séveuses, 
surtout dans le péritoine; les hémorragies parenchymateuses 
qui surviennent soudainement par l’hyperdilatation et l’etfrac- 
tion des capillaires viscéraux, dont Jes parois sont évidemment 
frappées par des processus de dégénérescence extrémement 
rapides; les (roubles organiques des régions lissulaires, suriout 
les hémorragies rénales typiques, inter-tubulaires et intra- 
glomérulaires; les hémorragies inier-épithéliales de la mu- 
queuse digestive, les épistaxis, la destruction parfois de vastes 
zones parenchymateuses, etc., donnent vraiment l'image d’un 
cataclysme anaphylactique. 

Les préparatious microsc»piques de quelques organes, par- 
ticuliérement des reins et de lVappareil digestif, reproduisent 
des aspects tout & fait semblables aux planches en couleurs qui 
accompagnent les travaux les plus connus sur l’anaphylaxie, 
par exemple celui de A. Lumiére (1). 


2° Distrisution pe Lp. icterordes 
DANS LES DIFFERENTS ORGANES DU COBAYE. 


Cette conception est, en outre, appuyée par I’étude que nous 
avons faite sur la distribution des Lepltospires dans les organes 
de cobayes parasités par les seuls Leptospires, aussi bien que 


(1) Le probléme de l’anaphylaxie. Paris, Doin, 192%. 
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de cobayes morts & la suite de la crise anaphylactique 
déchainée par Jes infections de sortie. 

Nous avons étudié cette distribution sur les coupes histolo- 
giques, en employant la méthode de nitratation de Manouélian, 
laquelle rend possible les colorations de contraste par le rouge 
neutre-bleu de méthyléne. 

En ce qui concerne les aspects des Leptospires dans les 
coupes, nous remarquons seulement qu’ils sont tout a fait 
semblables & ceux des spirochétes ictérogénes, décrits avec 
beaucoup de précision par Monti (1) et par Martin et 
Pettit (2). 

Les organes du cobaye envahis par le plus grand nombre de 
Leptospires sont généralement : le foie, les glandes surrénales 
et les reins. 

Cependant, il faut dire tout de suite que les altérations 
histo-pathologigques des divers organes ne signifient pas tou- 
jours gue les Leptospires se trouvent en proportion correspon- 
dante a la gravité des allérations elles-mémes. 

Par exemple : dans les glandes surrénales, la distribution 
des Leptospires est quelque peu irréguliére, Relativement peu 
nombreux dans les zones baignées par les capillaires, ils se 
trouvent groupés, parfois, en buissons ténus, dans les inters- 
tices cellulaires de la substance médullaire (fig. 6, pl. I). 
Dans les glandes surrénales de cobayes morts & la suite 
d'infection de sortie, les infiltrations hémorragiques, parfois 
trés étendues, contiennent seulement un tout petit nombre de 
Leptospires. Cette quantité minime contraste fortement avec 
- Vintensité du bouleversement parenchymateux, qui a produit 
la désagrégation complete de l’organe. 

Ces graves altérations des glandes surrénales — toul a fait 
identiques & celles décrites par Monti (3) dans l’ictére expéri- 
mental a Sp. icterohemorragie — expliquent sans plus Vappa- 
rition de ce syndrome clinique caractérisé par une asthénie 
intense, la pigmentation de la peau et des muqueuses, de la 
lymphocytose avec absence ou insuffisance de réactions adré- 
naliniques, etc., c’est-a-dire caractérisé par des faits d’hyposur- 


(1) Ouvrage cilé. 
(2) Ouvrage cité. 
(3) Ouvrage cité, p. 57. 
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rénalisme, que Frugoni et Gardenghi (1) ont décrits avec préci- 
sion chez les malades et les convalescents d'ictére épidémique. 

Dans les reins, les Leptospires sont, au contraire, trés nom- 
breux. Leur disposition est indiquée par la figure 7 (pl. II). 
Ils sont surtout présents dans les vaisseaux sanguins péritubu- 
laires, d’ot ils émigrent pour atteindre d’abord les espaces 
libres autour des tubes et, ensuite, envahir les parois des tubes 
eux-mémes. Ils passent a travers la membrane basale et, 
se frayant le chemin entre les cellules, se déversent dans la 
cavité des tubes. Les coupes de rein les plus peuplées par les 
Leptospires sont les tubes contournés, & |’exception de la 
branche ascendante de Henle et de la portion de Schweiger- 
Seidel. Parfois, les Leptospires forment un enchevétrement 
trés touffu. 

Dans le foie le nombre des Leptospires est, peut-étre, encore 
plus grand que dans le rein. Ils occupent, en général, les 
espaces intercellulaires et se trouvent en plus grande quantilé 
a ja périphérie des lobules et prés de la veine certrale. Les 
Leptospires sont disséminés sur toute la surface du lobule, 
tandis qu ils sont trés rares dans les espaces de Kiernan et le 
long des vaisseaux principaux. Dés le début de leur invasion 
hépatique ils tendent & se placer autour des éléments propres 
de lorgane formant un réseau délicat enserrant, ainsi, chaque 
cellule dans une couche dense de parasites. Dans le foie de 
cobayes morts a la suite d’infeclion de sortie, et, par consé- 
quent, ayant des lobules hépaliques profondément bouleversés 
dans leurs structures et parsemés de petits foyers hémorra- 
giques, les Leptospires forment, dans les lacs de sang, des 
enchevétrements trés denses, comme s‘ils avaient subi une 
agglutination. Dans ces cas, les Leptospires sont rares. Dans la 
figure 8 (pl. 11) on voit ces'enchevétrements 1a ot l'on remarque 
le début d'une hémorragie interstitielle. 

Les parois du tube digestif sont un peu moins envahis par 
Jes Leplospires. Toutefois, on peut assez souvent remarquer la 
présence de ces parasites dans les parois de I’estomac, dans les 
anses capillaires de la muqueusse, de la sous-muqueuse et de 
la couche musculaire. Dans les zones hémorragiques et prés des 


(1) Studi sull’ itlero epidemico castrense. La Sperimentale, 1916, p. 639. 
30 
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pétéchies on les voitsouvent groupés en petits enchevétrements. 

Méme dans la paroi intestinale ils se trouvent, en général, 
dans les capillaires, dans le chylifére central de la villosité, 
dans le tissu conjonctif de soutien et aussi dans le tissu con- 
jonctif sous-épithélial. 

Ces constatations aident 4 résoudre le probléme,, resté 
jusqu’aujourd’hui insoluble (4), de I’élimination intestinale des 
spirochétidés. Evidemment, les spirochétidés que l’on décele 
dans la sous-muqueuse et dans les villosités de l'appareil 
digestif, sont surpris au moment ow ils sont sur le point d’étre 
§liminés par la voie gastro-intestinale. On sait quela muqueuse 
ligestive représente un des principaux émonctoires micro- 
biens. L’un de nous a démontré cela a l’égard des vibrions 
cholériques (2). Dans les spirochétoses, les troubles gastriques, 
les vomissements, la diarrhée abondante et Jes autres faits de 
réaction du cété de l'appareil digestif sont dus — comme dans 
le choléra — & Vinvasion pariétale, par voie sanguine, des 
parasites et aux suites directes ou indirectes qui relevent de 

‘leur présence dans les tuniques intestinales, qui, leur tour, 
sont trés sensibles a toute irritation de nature microbienne. 


Résumé. 


Des expériences décrites dans ce second mémoire, on peut 
tirer les conclusions suivantes : 

{1° Chez les cobayes parasités par des Leptospires, il peut y 
avoir pullulation et multiplication, pendant longtemps, de ces 
microbes, sans que l'état général de santé des animanx, soit 
sensiblement altéré. Kn effet, les Leptospires ne semblent pas 
capables de produire, seuls, de graves altérations anatomiques. 
Les cobayes peuvent supporter impunément la prolifération des 
Leptospires et méme, l’injection de doses répétées et massives 
de ces microbes, pourvu qu'il ne se manifeste pas d’infections 
de sortie. Ces infections, spécialement celles du colibacille, font 
disparaitre les Leptospires de l’organisme des animaux parasités. 


(1) Martin et Perit, owv. cilé, p. 55. 
(2) Sanaretti. Le gastro-entérolropisme des vibrions. Ces Annales, 1920. 
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2° Les expériences in vitro révelent, elles aussi, que les 
spirochétidés sont en général doués d'une faible résistance 
vitale vis-a-vis de la concurrence et de l’'antagonisme exercés 
envers eux par divers microbes. 

3° Les microbes de sortie, que l’on isole des animaux infectés 
par des spirochétidés, ne se montrent pas doués d’une viru- 
lence qui justifie la gravilé du tableau anatomique que l’on 
constale ordinairement & |’autopsie. 

4° Vis-i-vis des infections de sortie, la maniére dont se com- 
portent les animaux infectés et sensibilisés par les Leptospires 
est tout a fait la méme que celle des animaux infectés par 
Sp. teterohemorragie et par Sp. autumnalis. Cela renforce 
Vopinion de l'affinité trés grande qui existe entre ces différentes 
souches microbiennes. 

5° La sortie ou Linvasion de microbes au cours des spiroché- 
toses expérimentales, a lieu d'une facon réguliére dans une 
phase déterminée du processus morbide, savoir vers Ja fin du 
paroxysme fébrile, ou peu aprés. 

Le déclenchement et Vinvasion microbienne coincident, 
d@ordinaire, avec une baisse brusque de la température du corps. 
Cetle apyrexie, au lieu d’étre une rémission fébrile, n’est, sou- 
vent, que |’équivalent hypothermique d’une crise soudaine de 
nature anaphylactique, qui coincide avec l’infection de sortie. 

La physionomie de toules les lésions macro et microsco- 
piques les plus graves, que l’on constate chez les animaux qui 
succombent & des infections spirochétosiques, témoigne de letir 
nature anaphylactique. 

Nous avons désigné, cette apyrexie critique sous la dénomi- 
nation de « crise néfaste » pour la distinguer de la « crise 
bienfaisante » qui, génévalement caractérise la soudaine et défi- 
nitive disparition de la fievre, dans les maladies infectieuses 
algués. 

6° Les microbes qui, ordinairement, envahissent un orga- 
nisme déja parasité par les spirochétidés, sont presque toujours 
les mémes pour une méme espéce animale. Les cobayes sont 
eénéralement envahis par des streplocoques, plus rarement par 
des paratyphiques. Chez les lapins, les microbes de sortie les 
plus communs, sont les colibacilles. Chez les jeunes chiens on 
constate des invasions polymicrobiennes. Chez homme on a 
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isolé le plus fréquemment ces souches paratyphiques, aux juelles 
maints auteurs ont altribué un role nettement spécifique. 

7° Ces infections de sortie ne surviennent pas par suite d’unc 
diminution du pouvoir bactéricide du plasma sanguin, mais, 
plus spécialement par l’anéantissement de la fonction protec- 
trice du foie qui, dans les ictéres spirochétosiques, représente, 
avec le rein, l’‘organe le plus envahi et le plus endommagé par 
les parasites. Ceux-ci se disposent, en effet, dans le foie, d'une 
facon élective et forment autour des cellules hépatiques ces 
réseaux denses qui altérent profondément Ja structure cellu- 
laire et génent la fonction normale de l’organe. 

8° Les différences que ]’on peut observer dans |’aspect et 
lintensité des altérations anatomo-pathologiques daus_ les 
ictéres spirochétosiques expérimentaux, ne relévent pas dune 
différence dans la facon dont lorganisme réagit vis-a-vis des 
spirochétidés. L’organisme réagit dans ces cas toujours de la 
méme maniére. La diversité des tableaux anatomo-patholo- 
giques dépend plutét des variations dans l’action, unique ou 
synergique, du microbe ou des microbes de sortie, ou bien de 
Ja facon différente dont l’organisme lui-méme ou les différents 
organes réagissent contre la décharge anaphylactique que ces 
microbes provoguent. 

9° Les recherches histologiques et bactériologiques démon- 
trent que les spirochétidés seuls, quoique & méme de déter- 
miner quelques lésions caractéristiques, ne sont pas, toutefois, 
capables de rendre ces lésions assez graves pour causer la mort. 
Les altérations anatom >-pathologiques les plus importantes et 
les plus graves que lon rencontre chez les animaux morts a la 
suile d’une infectivn spirochétosique, ne sont pas dues aux 
spirochétidés, mais bien & des complications produiles par 
lintervention de microbes de sortie. 

Les lésions les plus intéressantes, décrites jusqu’’ présent 
par les auteurs dans les spirochétoses ictérogénes expérimen- 
tales, doivent donc élre attribuées a cette intervention et non 
aux spirochétidés seuls. 

10° Chez les animaux infectés par les spirochétidés, les 
microbes de sorlie ne déchainent pas toujours des crises 
néfastes mortelles ou des infections septicémiques. Dans que!}- 
ques cas les microbes de sortie s’arrétent et s'implantent dans 
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quelques organes, spécialement dans le foie, dans la rate ou 
dans les poumons, ov ils provoquent des processus inflamma- 
toires ou purulents. 

Plus tard, ces infections localisées finissent, généralement, par 
provoquer la mort par cachexie ou par brusque diffusion septicé- 
mique. 


EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Fie. 4. — Poumon de cobaye mort & la suite dinfection par Lp. icleroides, 
avec crise finale streptococcique. 


Coupe au niveau d'une pétéchie. L’aspect du poumon est profondément 
modifié. Les capillaires des cloisons sont gorgés de sang. En quelques 
endroits, on note des amas d’hématies dans les alvéoles. Ceux-ci en 
résultent parfois fortement dilatés; leur parois se montrent déchirées et 
Yon remarque alors des infiltrations hémorragiques plus ou moins 
étendues. Dans les zones hémorragiques on observe quelques macro- 
phages contenant des globules rouges. Les petites bronches montrent, elles 
aussi, des exfoliations épithéliales et renferment, en outre, des hématies 
et une quantité considérable de fibrine (coloration trichromique a différen- 
cialion phosphomolybdique, d'aprés Masson. Object. 5; Oc. 6). 


Fic. 2. — Foie de cobaye mort ictérique au bout de sept jours, par infec- 
tion a Lp. icteroides, avec crise finale streptococcique. 


Coupe au niveau d’un foyer de nécrose. On observe de nombreux strep- 
tocoques. Cellules hépatiques dans un état de dégénérescence plus ou 
moins avancé. Leur noyau est fortement pycnotique. Autour du foyer 
quelques cellules hépatiques sont plus ou moins modifiées; d’autres sont 
en proie 4 une multiplication atypique. Toutes ces cellules se montrent 
comme écartées les unes des autres, par suite de l'abondante infiltration 
hémorragique. Les hématies, absentes au centre du foyer, se montrent 
plus ou moins intensément colorées (coloration a lérythrosine-orange G et 
au bleu de toluidine. Object. imm. hom. 3mm.; Oc. 6). 


Fic. 3. — Foie du méme cobaye. 
Coupe au niveau d'un foyer de nécrose. 


Fic. 4, — Rein du méme cobaye. 

Vue d’ensemble.Les tubes contournés, fortement colorés en rouge, con- 
stituent le siége principal des lésions, Leur cavité est obstruée par l'exfo - 
liation épithéliale. La coloration est plus intense dans leur branche ascen - 
dante et dans les anses de Henle. Les glomérules malpighiens sont tachés 
de rouge et les vaisseaux sanguins de la zone corticale sont gorgés de 
sang (coloration lrichromizue de Masson. Object. 2; Oc. 4). 


PLANCHE II 


Fie. 5. — Estomac du méme cobaye. 
La figure représente une portion de la muqueuse de lantre pylorique, 
avec deux phases successives de la méme altération fondamentale. A 
gauche, on remarque les altérations des vaisseaux, dans la phase de simple 
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dilatation, plus accentuée vers la cavilé gastrique. Pour cela, le bord de la 
muqueuse présente un aspect a festons. 

A droite, on voit les vaisseaux-capillaires de la muqueuse déchirés avec 
extravasalion d’hématies. Celles-ci, en s‘infillrant parmi les canaux glan- 
dulaires, déterminent, d'un cété, la désorganisation de Ja glande, el, de 
Yautre coté, des allérations dans la nutrilion des cellules peplogastriques. 
Il s'est produit, par conséquent, la chute de la couche superficielle de la 
muqueuse et successivement des hémorragies. On voil aussi des dilata- 
tions des vaisseaux dans la sous-muqueuse et dans la couche musculaire 
(coloration trichromique de Masson. Object. 6, Oc. 6). 


Fie. 6. — Glande surrénale de cobaye mort ictérique au bout de cing jours, 
par infection a Lp. icteroides, avec crise finale a streptocoques. Les strep- 
tocoques étaient, cependant, localisés seulement dans le foie et dans les 
reins. 


Coupe au niveau de la limite entre la zone corticale et la zone médul- 
laire, 

Les Leptospires. sont plus nombreux dans Jes espaces sanguins. Un 
cerlain nombre d'entre eux se trouvent aussi dans les interstices cellu- 
Jaires. Extravasations sanguines, de petite étendue, provenant des capil- 
laires gorgés de globules rouges. Dégenérescence trouble des cellules, 
(imprégnatlion duprés la méthode de Manouélian; coloration de contrasle avec 
le Giemsa. Object. imm. hom.; 3 mm.; Oc, 8). 


Fic. 7.. — Rein du méme cobaye. 


Coupe au niveau de la substance corticale. Leptospires extraordinaire- 
ment abondants dans les espaces intertubulaires, ot ils forment des amas 
et des enchevétrements touffus. Dans le dessin, on voil les Leptospires 
a Vintérieur des capillaires qui entourent les tubes contournés. Parfois 
on voil quelques parasites, isolés, 4 l’inlérieur de ces tubes out ils acquié- 
rent un aspect plus trapu, parce qu’ils sont plus grossiérement imprégnés 
que ceux extratubulaires (imprégnation ‘selon Manouélian. Objecl. imm. 
hom. 3 mm. Oc. 8). 


Fic. 8. — Foze d'un cobaye mort ictérique au bout de huit jours dinfeclion a 
Lp. teleroides, avec crise finale A streptocoques. 


L’organe se montre tout A fait rembourré de Leptospires qui occupent 
les espaces intercellulaires el se trouvent en plus grande quanlité & la 
périphérie des lobules et prés des veinules centrales. Ils sont rares, au 
-contraire, dans les espaces de Kiernan et, en général, le long des gros 
vaisscaux. Les Leptospires se placenl, en général, autour des cellules 
hépatiques, les emprisonnanl par un dense réseau. Dans Jes endroits ou 
lon observe des extravasations sanguines et la.désorganisalion des travées 
cellulaires, on voit les Leptospires dans les lacs de sang, enchevétrés et 
comme agglutinés ensemble (imprégnuation selon Manouéliun. Object. mm. 
hom. 1/45; Oe. 6 comp.). 


PREPARATION 
DES SERUMS ANTIGANGRENEUX MONOVALENTS 
AVEC DES TOXINES FORMOLEES 


par M. WEINBERG et J. BAROTTE. 


Au cours des recherches que l'un de nous (Weinberg), seul 
ou en collaboration avec P. Séguin, a poursuivi depuis le début 
de la guerre sur la préparation des sérums antigangréneoux, il 
a constaté que, dans la pratique sérothérapique, les meilleurs 
résultats étaient obtenus. par les sérums 8 la fois antiloxiques 
et antimicrobiens. 

Pour préparer des sérums fortement antiloxiques et antimi- 
crobiens, il utilisa la technique suivante : on injecle, dans la 
méme journée, et a quelques heures d’intervalle, d’abord des 
microbes centrifugés dans la veine, puis, sous la peau, de la 
toxine provenant de la centrifugation de la méme culture. 
L’expérience a montré qu il suffisait d’injecter sous la peau 
du cheval de Ja toxine centrifugée, c’est-a-dire renfermant 
encore une certaine quantité de corps microbiens, pour obtenir 
un sérum antiloxique et antimicrobien de titre moyen. 

Les injections répétées des toxines gangréneuses épuisent a 
la longue les chevaux les plus résistants. C'est pourquoi, dés 
les remarquables travaux de Ramon sur |’anatoxine diphté- 
rique, Weinberg, puis Weinberg et Prévot ont essayé de pré- 
parer les sérums antigangréneux avec des toxines formolées. 
Iis ont pu constater linocuité des antigenes ainsi préparés et 
leur aptitude & provoquer chez le cheval la formation d’anti- 
corps spécifiques. Mais ils ont également remarqué que le 
formol n’agit pas sur les toxines gangréneuses de la méme 
facon que sur la toxine diphtérique : s'il est possible de pré- 
parer avec les toxines formolées, des sérums anti-perfringens 
et anti-edemaliens de titre aussi élevé qu’avec la toxine non 
formolée, il n’en est pas de méme pour les sérums anti-Vibrion 
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septique et anti-histolytique, toujours moins actifs que ceux 
préparés par la loxine non formolée. 

D’ailleurs, il fat impossible, Sux mémes auteurs, de titrer, 
in vitro, le pouvoir antitoxique des sérums antigangréneux par 
la méthode de la floculation initiale;(Ramon). 

Nous avons décidé de reprendre ces recherches avec la toxine 
formolée, pour voir si les résultats obtenus dans la préparation 
des sérums anti-Vibrion septique et anti-histolytique n’étaient 
pas dus au hasard de la réaction individuelle des animaux 
préparés. Nous avons profité de cette occasion pour revoir 
complétement la question de la préparation des sérums anti- 
ganeréneux par les toxines formolées, et éludier leurs diffé- 
rentes propriétés spécifiques. Au cours de notre exposé, nous 
avons également donné quelques détails sur les différentes 
techniques employées. 


CHAPITRE | 


ESSAIS DE QUELQUES PROCEDES. PARTICULIERS 
D'IMMUNISATION 


Les essais de sérothérapie antigangréneuse entrepris pendant 
la guerre par l’un de nous avaient abouti & cetle conclusion : 
qu'il était possible d’immuniser le méme cheval a la fois contre 
plusieurs toxines, mais qu’il était préférable, dans la pratique, 
d’immuniser les chevaux séparément contre les germes princi- 
paux des affections gangréneuses, en vue d’obtenir des sérums 
monovalents, plutét que de rechercher directement sur le 
méme animal la production d’un sérum polyvalent. L’immu- 
nisation vis-a-vis d’un seul anaérobie est plus aisée a suivre, 
les titrages plus faciles et, surtout, les chevaux résistant mieux, 
on peut mener celte immunisation plus activement, en réduisant 
au minimum les pertes en;animaux. 

Les chevaux qui ont servi & nos recherches furent répartis, 
en quatre séries destinées & fournir les 4 principaux sérums : 
anti-perfringens, anti-Vibrion septique, anti-histolytique, anti- 
adematiens. (Le B. sporogenes, sans action pathogéne durable, 
mais ayant un réle actif en association, quelques chevaux furent 
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préparés avee ce germe également). Tous ces chevaux étaient 
inoculés avec des doses croissantes de toxine de ves divers anaé- 
robies, toxine oblenue en milieu liquide (bouillon), simplement 
centrifugée, additionnée de formol (2,5 & 4 p. 1.000 selon les 
cas), abandonnée quelques jours a 1’étuve, puis A la température 
du laboratoire. Ces toxines formolées, en dépit de leur centri- 
fugation préalable, renfermaient donc toujours une certaine 
quantité de corps microbiens et leur injection aux chevaux, a 
doses progressivement croissantes, par voie sous-cutanée, don- 
nait des sérums a la fois antitoxiques et antimicrobiens. Dans 
chaque série pourtant nous avions décidé de conserver un ou 
deux chevaux immunisés exclusivement, dés le début de leur 
préparation, avec des toxines filtrées puis formolées, c’est-a-dire 
certainement exemptes de microbes, afin d’obtenir divers 
échantillons de sérums purement antitoxiques. 

Ultérieurement enfin et, autant que les disponibilités en 
chevaux neufs le permirent, un échantillon de sérum exclusi- 
vement antimicrobien fut préparé contre le B. perfringens, 
puis contre le Vibrion septique, par la seule injection de corps 
microbiens formolés. 

Notre but était non seulement d'obtenir, pour chaque série 
de sérums monovalents, des échantillons différents : anli- 
toxiques, antimicrobiens, a ia fois antitoxiques et antimicro- 
biens en vue de recherches expérimentales de laboratoire, 
mais aussi de rechercher, au cours de nos titrages périodiques 
de tous ces sérums, leurs propriétés thérapeutiques les mieux 
adaptées aux besoins de la clinique selon leurs modes de pré- 
paration différents. ; 

Ce méme but pratique nous incitait, en 1927, & tenter, dans 
chaque série, des essais d’immunisation par des méthodes 
quelque peu différentes. Les nombreux titrages effectués pen- 
dant les dix ‘premiers mois de |’année nous ayant fixé sur les 
propriétés antitoxiques et antimicrobiennes aussi exactement 
que possible du sérum fourni par chaque cheval individuelle- 
ment, un certain nombre d’entre eux étaient répartis dans 
chaque série pour recevoir, de Novembre 1927 & fin Mars 1928, 
chacun une préparation particulitre. Le sérum prélevé a la 
derniére saignée de cette période d’expériences fut mis en 
ampoules, pour chaque animal. Les titrages effectués sur ces 
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échantillons, de Mars & Octobre 1928, étaient destinés 4 appré- 
cier sil y avait bénéfice & utiliser tel ou tel mode particulier 
Wimmunisation. ” 

Dans toutes ces expériences, nous avons continué a utiliser 
les toxines (centrifugées ou filtrées) et les corps microbiens 
apres action du formol; les modifications de technique adoptées 
n’avaient pour but que d’influer sur la capavité de réaction de 
Vorganisme par addition de swhstances diverses aux toximes 
injectées par voie sous-culanée. Certaines de ces substances 
visaient'& obtenir une réaction locale aspécifique (tapioca, sang), 
d'autres, une réaction spécifique (addition aux toxines de corps 
microbiens formolés, emploi d’anacultures). Autant que possible 
nous avons conservé dans chaque série un cheval préparé avec 
de la toxine filtrée formolée (sérum antitoxique), un cheval 
préparé avec des corps microhiens formolés seuls (sérum anti- 
microbien), enfin, des chevaux préparés d’aprés notre méthode 
ordinaire antérieure (toxine centrifugée formolée). 

Chaque procédé différent de préparation était, autant que 
les disponibilités en chevaux Je permettaient, appliqué & deux 
sujets différents au minimum, la sensibilité individuelle des 
animaux pouvant enlrer également en ligne de compte pour 
lappréciation des résultats. 

Ce travail porte sur les sérums anti-perfringens, anti-Vibrion 
septique, anti-histolytique, anti-edematiens; le sérum anli- 
sporogenes wa pas fait Vobjet de titrages particuhers, la diffi- 
cullé d’avoir toujours 4 sa disposition une souche de B. sporo- 
genes assez virulente pour tuer le eobaye rendant ’appréciation 
des titrages de ce sérum aléatoire. 

Les expériences ayant duré, avec les titrages préliminaires, 
prés de deux ans, un certain nombre de chevaux ont du étre 
éliminés (mort ou réforme). Nous avons été assez heureux pour 
‘conserver pendant toute la durée nécessaire & ces essais 
38 chevaux dont le tableau ci-dessous donne la répartition et 
dont nous avons pu éludier les sérums avant et aprés les essais 
d’immunisation par ces divers procédés, de Novembre 1927 4 fin 
Mars 1928 (voir tableau 1). 
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Tasteau 1. — Répartition des chevaux en immunisation. 
SS SSR I a 


NUMBROS 
des PREPARATION OBSERVATIONS 
chevaux 
SERUMS ANTI-PERFRINGENS. 
249 Toxine centrifugée formolée 
226 (Préparation ordinaire : témoins). 
228 : aes 4 M 
929 (Toxine centrifugée formolée + Tapioca 
23! Natihasi ‘a 
# Toxine centrifugée formolée + Sang. pAntiloxiques ee 
232 = 7 microbiens. 
234 Toxine centrifugée formolée 
225 ) + Microbes formolés. 
236) 
931 | Anacullure. | 
233 / Toxine filtrée formolée. Antitoxique pur. 
239 Corps microbiens formolés. Antimicrobien. 
SERUMS ANTI-VIBRION SEPTIQUE. 
327-3) Toxine centrifugée formolée \ 
328 {| (Préparation ordinaire : témoins). 
329 J 
3 30) Anaculture. 
331 : & P : ., \Antitoxiques et anti- 
339 Toxine centrifugée formolée + Sang. iitdeo Riana 
333 Toxine centrifugée formolée 
335 + Microbes formolés. 
- | Toxine centrifugée formolée + Tapioca | 
336 | Toxine filtrée formolée. Antitoxique. 
337 Corps microbiens formolés. Antimicrobien. 


SERUMS ANTI-HISTOLYTIQUES. 


314 Toxine centrifugée formolée. » qi Abe. 4 
4 ; : : ys x ¢ anti- 
313 Toxine centrifugée formolée + Tapioca eee on 
345 Anacullure. +h 
312 Toxine fillrée formolée. | Antitoxique. 
SérumS ANTI-OEDEMATIENS. 

442 ; OE AND. ot S3 
143 Toxine centrifugée ormolée 
118 (Préparation ordinaire : témoins). Antitoxiques et anli- 
424 / microbiens. 
122 Anacullure. 
423 \ 
a , Toxine filtrée formolée. Antitoxiques. 

| 
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I. — Procédés particuliers d'immunisation utilisés. 


La préparation des toxmes, leur centrifugation et leur trai- 
tement par le formol sont connus (1), et nous n’y reviendrons 
pas ici. 

Quelques précisions seulement sont utiles & apporter pour 
les procédés un peu particuliers d’immunisalion que nous 
mentionnons ci-dessus. 


ACTIVATION DE LA REACTION ORGANIQUE. 


A. — Par addition de substances aspécifiques. 


Nous avons utilisé l’addition 4 la toxine centrifugée ordinaire 
formolée de tapioca, ainsi que de sang. L’action stimulante 
générale et leucocytaire locale dans l'un et l’autre procédé est 
trop bien connue pour que nous y insistions. 

Le tapioca finement pulvérisé est réparti en tubes et stérilisé 
au four a flamber. Nous l’avons utilisé selon la technique 
indiquée par Ramon pour la toxine diphtérique, c’est-a-dire en 
metlant aseptiquement 50 460 grammes environ de tapioca a 
la surface de 800 cent. cubes de toxine, répartie dans les injec- 
teurs, et en laissant ceux-ci une heure 4 une heure et demie & 
l’étuve. Au bout de ce temps, le tapioca gonflé tombe peu a peu 
au fond de l’injecteur, se ramollit, et on peut injecter le tout, 
en ayant soin d’agiter fréquemment le milieu pendant toute la 
durée de l’opération. 

Pour les chevaux soumis a l’action stimulante des injec- 
tions de sang, nous avons injecté a ces sujets de 20 a 40 cent. 
cubes de sang sous la peau, en méme temps que la toxine. 
Le prélévement de sang & la jugulaire était fait au moment 
méme de l’injection au moyen d’une seringue et de quelques 


(1) WeInBERG, in Weinserc et Goy. C. R. Soc. de Biologie, 90, 1924, p. 269. 
Wernserc et Privor. C. R. de /’ Académie des Sciences, 479, p. 227, 21 juillet 1924 
et C. R. Soc. de Biologie, 92, 1925, p. 1484. 
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centimetres cubes d'eau citratée stériles (matériel simple et 
classique, manuel opératoire élémentaire). Nous avons injecté 
le sang aux animaux, tantdt au lieu méme de I’injec'ion de 
toxine, tant6t dans un endroit différent sans noter d’inconvé- 
nients ni d’avantages particuliers & l'une ou |’autre méthode. 


B. — Par addition de substances spécifiques. 


Il s’agissait, en l’espéce, de corps microbiens ayant le double 
avantage de provoquer un choc protéique renforcé d'une action 
spécifique du fait méme de leur origine homologue. 

Par anaculture, nous entendons l’antigéne obtenu par addition 
d'une quantité suffisante de formol du commerce & une culture 
en milieu liquide pour tuer les germes de cette culture, aprés 
un temps convenable de séjour |’étuve (antigéne analogue aux 
« anatoxines totales » de Ramon). Cet antigéne contient donc 
la toxine aussi bien que la totalité des corps microbiens; il va 
sans dire qu’avec les germes anaérobies 4 cultures trés abon- 
dantes et & spores résistantes, la dose de formol & ajouter est 
assez considérable : 485 p. 1.000 et que la vérification de 
Vabsence de vitalité des germes contenus dans cet antigéne 
doit tre particuligrement sévere (1). 

En ce qui concerne l’addition de microbes formolés a la 
toxine centrifugée ordinaire, celle-ci était faite 4 des doses pro- 
gressives variant de 1 410 centigrammes, les corps microbiens 
étant pesés A sec, puis soigneusement broyés dans un mortier 
stérile avant d’étre émulsionnés dans la toxine. 

La technique de la préparation de ces microbes anaérobies 
formolés n’ayant pas été décrite spécialement, nous la résu- 
mons briévement ici, en y apportant quelques précisions sur 
le rendement moyen en poids que nous avons obtenu avec 
diverses cultures, et la limite de tolérance observée chez les 
chevaux a la suite d‘injections sous-cutanées. 

Prenons pour exemple 4 litres d’une culture de vingt-quatre 
heures en bouillon de B. perfringens. Cette cullure élant cen- 
trifugée, le culot de centrifugation est recueilli dans un volume 


(1) Par extension, nous entendons sous le terme d’anaculture, une culture 
débarrassée, avant le formolage, d’une partie de ses microbes par une légére 
centrifugation. 
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d'eau physiologique correspondant au 1/10 du volume primitif 
de la culture : soit 400 cent. cubes. On ajoute une quantité de 
formol suffisante pour détruire les, microbes dans un volume de 
4 litres de culture, c’est-a-dire 16 cent. cubes (4 p. 1.000). Le 
milieu est vigoureusement brassé, puis:laissé a l’étuve pendant 
quatre jours. Sa stérilité ayant été contrélée, on lave les corps 
microbiens par deux dilutions successives en eau physiologique 
suivies chacune d’une centrifugation. Le culot de la deuxitme 
opération se présente sous forme d’un magma visqueux, blanc 
jaunatre, dans le minimum possible de liquide. Sa dessiccation 
dans le vide sulfurique donne, en quarante-huit heures a trois 
jours, un résidu brunatre pelliculaire et cassant qui, broyé dans 
un mortier stérile, se transforme en une poudre jaune foncé, 
brunatre, représentant la totalilé des corps microbiens de la 
culture initiale. Il faut évidemment tenir compte d'une cerlaine 
approximation qui résulle des pertes tnévitables aux manipula- 
lions..Sous cette forme, les microbes formolés sont d'une mani- 
pulation et d’une conservation faciles; on les répartit dans de 
petits tubes & hémolyse stériles, bien secs et bouchés, au-dessus 
de leur tampon de coton, avec un bouchon de caoulchouc que 
l'on peut paraffiner lorsqu’on veut les expédier ou les conserver. 
Cette poudre se pése trés facilement; placée a la dose voulie 
dans un mortier, elle se ramollit vite, fait pate puis bowellie par 
adjonction progressive, trés ménagée (goultte a goulte) d'eau 
physiologique stérile. On obtient ainsi trés vite une émulsion 
blanchatre, trés homogéne, des corps microbiens que l’on peut 
ensuite diluer au degré voulu pour les injections soit dans de 
Peau physiologique, soit dans de la toxine. 

Nous avons préparé ainsi, sous forme pulvérulente, tous les 
anaérobies de la gangréne gazeuse. A titre d’'indication, nous 
avons trouvé (moyenne de nos diverses préparations) les ren- 
dements suivants : 

1 milligramme de corps microbiens du B. perfringens for- 
molés et desséchés équivaut approximativement a 3c. ¢., 5 de 
culture iniltiale; 

{ milligramme de Vibrions septiques formolés et desséchés 
équivaul au volume inilial de 3c. c., 2 ou 3c. c., 5 de culture. 

1 milligramme du B. Aisto/yticus équivaut au volume initial de 
5410 cent. cubes de culture, selon l'abondance de cette derniére. 
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{ milligramme du B. sporogenes équivaut au volume inilial 
de 2,5 & 3 cent. cubes. | 

Emulsionnés en eau physiologique (ou dans de la toxine), ces 
microbes formolés sont assez bien supportés en injection sous- 
cutanée, chez le cheval, jusqu’’ la dose de 10 centigrammes. 
Cette dose correspond approximativement d’aprés ce que nous 
avons vu précédemment a 350 cent. cubes de la culture primi- 
tive, pour le B. perfringens, et suffit dans la pratique des 
immunisations courantes. . 

Le degréde dilution des microbes formolés a son importance. 
Une é6mulsion peu volumineuse, mais trop dense, donne des 
indurations ou des abcés d’ailleurs assez peu douloureux. Une 
dilution trop abondante provoque une large induration en pla- 
card au lieu d‘injection, quelquefois de gros abcés qui peuvent 
géner pour les inoculations ultérieures. Il faut done se tenir 
dans une juste moyenne en ne dépassant pas le volume moyen 
de 50, 100 & 150 ou 200 cent. cubes d’émulsion totale, selon la 
quantilé, en poids, de microbes formolés & injecter. | 

Les indications précédentes font comprendre facilement le 
procédé d’immunisation des chevaux neufs, exclusivement par, 
des injections sous-cutanées de microbes formolés, émuisionnés 
dans de l'eau physiologique et employés a des doses progres- 
sives, de | & 10 centigrammes. 


Il. — Remarques générales au sujet des techniques utilisées. 


Les techniques que nous avons utilisées au cours de ces 
expériences (agglutination, détermination du pouvoir anti- 
toxique et du pouvoir anti-infectieux), sont des techniques clas- 
sigues, courantes. Les quelyues lignes que nous y consacre- 
rons ne sont donc pas destinées & les décrire, mais simpli ment 
\ préciser les conditions particuliéres de Jeur emploi, préci- 
sions qui sont indispensables pour apprécier la valeur relative 
des résuliats obtenus et pour permettre de renouveler ccs 
expériences dans des conditions aussi identiques que possible. 


Acexurinations. — Nous avons indiqué dans des communi- 
cations antérieures les différences parfois assez importantes que 
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Von pouvait observer selon que les épreuves d’agglutination 
étaient pratiquées avec des dilutions de la culture microbienne 
totale, ou avec des émulsions de dorps microbiens centrifugés et 
repris par l'eau physiologique (1). Nous avons montré que cette 
différence, en faveur des résultats obtenus avec la culture totale 
diluée, était particuligrement sensible pour le B. perfringens. Il 
est done utile de spécifier que, pour toule cette série d’épreuves 
d’'agglutination, nous avons ulilisé des émulsions de corps 
microbiens en eau physiologique provenant directement du 
culot de la premiére centrifugation de Ja culture en bouillon et 
fait la lecture des résultats au bout de vingt-quatre heures. 


NEUTRALISATION DES TOxINES, — Cette neutralisation s’obtient 
en mettant en contact une dose connue de toxine avec des dilu- 
tions progressivement croissantes du sérum 4 titrer. L’injec- 
tion du mélange aux animaux sensibles & ces toxines permet 
d'apprécier le degré plus ou moins parfait de la neutralisation 
obtenue. Nous signalerons, en étudiant successivement chaque 
sérum, les difficultés particuliéres rencontrées ou les remar- 
ques que nous ont suggérées telle ou telle série d'expériences. 

Les titrages de la toxine perfringens ont élé effectués sur 
cobaye, par voie intraveineuse. Ceux de la toxine du Vibrion 
septique et du B. histo/yticus ont été faits sur lapin par voie 
intraveineuse ; ceux du B. edematiens sur souris, par voie sous- 
cuianée. 

Pour la toxine du B. perfringens, il est difficile d’obtenir 
des échantillons d’activité réguliére : les uns, peu toxiques, 
jouissent par contre de propriétés hémolyliques particuliére- 
ment accusées; les autres, peu hémolytiques, ont une action 
toxique plus marquée. Enfin, beaucoup d’échantillons, couram- 
ment obtenus, sont faibles, «’est-a-dire ne tuent le cobaye par 
voie veineuse qu’a des doses élevées (1 c.c. 1/2, 2 cent. cubes). 
Dans ces conditions, il est impossible de les utiliser pour appré- 
cier le pouvoir antitoxique des sérums anti-perfringens, car 
la quantité totale du mélange & injecter dans la veine des 
cobayes, aprés neutralisation, suffit par son volume & déter- 


(1) WEINBERG et Barnorte: Recherches sur les sérums antiloxiques. et anti- 
microbiens, C. R. de ' Académie des Sciences, 185, p. 406, 1927; De la Synergie 
des anticorps, C. R. dela Soc. de biologie, 97, p. 1326, 1927. ‘ 
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miner des chocs qui faussent linterprétation des résultats. 
Aussi, comme nous le verrons plus loin, avons-nous da 
recourir systémaliquement & V’emploi de toxines perfringens 
desséchées, extraites par le sulfate @ammoniaque, pour le 
litrage du pouvoir antitoxique des sérums anli-perfringens. 

Avec les toxines du Vibrion septique et du B. histolytique, la 
mortdes témoins survenant, pour des toxines de force moyenne, 
dans des délais variant de quelques minutes & quelques heures 
au maximum, nous avons employé les toxines simplement 
centrifugées jusqu’é limpidité parfaite. L’injection par voie 
veineuse au lapin des quelques éléments microbiens, d’ai'leurs 
déja fortement sensibilisés par l’action du sérum, n’est pas 
susceptible de fausser l’appréciation des résaltats. 

Par contre, en raison de la durée d’évolution du processus 
mortel chez la souris injectée par voie sous-cutanée avec la toxine 
du B. edema/iens (parfois vingt-quatre & quarante-huit heures) 
et de la sensibilité de cet animal a linjection, par cette méme 
voie, de rares éléments, microbiens ou sporulés, du méme 
bacille, il est formellement indiqué de wutiliser que de la 
toxine filtrée, et filtrée sur bougies assez denses pour ne lais- 
ser passer que la toxine dont la stérilité sera contrélée par 
lensemencement. 

Si avec les toxines filtrées on peut déterminer, & loisir, par 
un titrage préalable la dose minima mortelle, ces toxines per- 
dant peu de leur activité d'un jour 4 l’autre, quan‘ elles sont 
conservées & la glaciére et 4 l’abride la lumiére, il n’en va pas de 
méme avec les toxines centrifugées qui doivent étre employées 
immédiatement ou dans les quelques heures qui suivent la 
centrifugation. Celte obligation complique les expériences de 
titrage du fait qu'elle impose de mener parallélement, et presque 
simullanément, la détermination de la dose minima mortelle 
et l’épreuve méme de neutralisation. 

Si nous mentionnons également que la sensibililé indivi- 
duelle des lapins varie parfois d’une facon notable vis-a-vis des 
toxines du Vibrion sepltique et du B. histolytique (1), on com- 


(4) A plusieurs reprises, nous avons pu constater la mort de lapins avec 
des doses de 41/5¢ de cent. cube de toxine, par exemple (voie veineuse), alors 
qu'un animal, aussi identique que possible en poids, résistait au 1/4 de 
cent. cube du méme échantillon. 
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prendra la nécessité dans: toutes ces épreuves de ne jamais se 
fier 2 un seul animal pour déterminer la dose minima mortelle 
de toxine sous peine de graves niécomptes, en plus ou en moins, 
en se basant sur cette dose pour |’épreuve:elle-méme. 

En conséquence, il est indiqué de préciser avant tout, la dose 
minima mortelle d’une toxine au moins sur DEUX animaux 
de méme taille et de méme poids, de; méme qu’on ne se con- 
tentera jamais, pour l’expérience elle-méme, d'un seul témoin. 
Economiser un animal ow deux dans ces sorles d’épreuves 
risque d@’aboutir & Limpossibilité d’apprécier ultérieurement 
l'ensemble de l’expérience, et, par la-méme, aw gaspillage réel 
des amimaux de laboratoire. 

On doit tenir compte aussi dé la force de la toxine elte- 
méme. Certains échantillons se prétent beaucoup moins bien 
que d’autres & l'appréciation du degré de neutralisation, soit 
que leur actiom soit beaucoup. trop brutale, soit au: contraire 
que la mort des animaux ne survienne que trop lentement. Il 
noussemblequ il n’y a pas intérét, dans ces sortes d’Gpreuves, 
a rechercher la toxine d/activité maxima, comme ib est indiqué 
de le faire quand il s’agit, au contraire, d'immuniser des ani- 
maux. Mieux vaut pour les titrages du pouvoir antitoxique 
dun sérum recourir 4 l’emploi d'une toxine moyenne dont 
Faction sera en général plos constante sur,les animaux d’ex- 
périence. Ajoutons qu’une grande part de facteurs mab connus 
(pour ne pis dire absolument inconaus), joue dans la prépara- 
tion des toximes de nosianaérobies, et que la méme souche ense- 
meneée dans deux lots identiqwes d’'um méme milieu de culture 
donne souvent deux toxines d'activité tres différente. C'est dire 
qa'il faut savoir différer ume expérience, si l’om n’a obtenu 
qu'une toxine trop faible owau contraire trop: violente. 

Les. animaux utilisés deviont, bien entendu, étre aussi iden- 
tiques que possible en poids, ew taille et en vigueur. 


NBUTRALISATION DES CULTURES toTALES. — La détermination du 
pouvoir anti-imfectieux des séruwms implique la. neutralisation 
par des dilutions progressivement croissantes de ces sérums 
d'une dose connue de. culture elle-méme. L’évolution ou non, 
ainsi que la guérison plus ou moins parfaite des lésions consé- 
cutives 4 injection du mélange aux animaux, permet dappré- 
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cier la neutralisation plus ow moins compléte de la culture. 

Nous avons effectué toutes ces épreuves sur cobayes, par 
inoculation intramusculaire du nidlange sérum-culture dans 
la miasse musculaire de la cuisse. 

Landis que le mélange d'une toxine limpide avec le sérum 
neutralisant correspondant ne donne lieu in vitro & aucun phé- 
noméne macroscopique appréciable (dw moins aux dilutions 
du sérum ‘utilisées : 1/200° & 1/1.000°, 1/3.000°), le mélange 
des mémes dilutions de sérum avec les cultures donne I» plus — 
souvent lieu {une agglutination trés visible des mierobes qui se 
déposent, pendant le temps de contact nécessaire & la neutra- 
lisation, au fond dw verre, tanlot sous forme nuageuse, tantdt 
en véritables agglomérats. Nous avons observé que si, effec- 
tivement, ce sont les sérums doués du pouvcir agglutinant 
le plus actif qui donnent généralement ce phénoméne macro- 
scopique avee le plus d’intensité, on voit aussi des sérums tris 
agglutinants ne changer que trés pew l’aspect homogéne de la 
culture pendant la durée du contact. De méme, il serait 
inexact de chercher 4 déduire de l’apparition plus ow moins 
précoce, de cette agglutination znvitro, ou de son degré d'inten- 
sité, des indications. sur le pouvoir anti-infectieux dw sérum. 

Une seule observation pratique, banale, s'impose:ace sujet : 
c'est d’avoir soin, en prélevant la quantité du mélange & injec- 
ter au cobaye, de bien homogénéiser & nouveau le milieu, 
afin de me pas injecter exclusivement 4 |’animal soit la partie 
elaire, surnageante, soit la portion la plus trouble du mélange. 

}t faut tenir compte aussi dans |’établissement des protocoles 
d’expérience et dans Vinterprétation des résultats du fait 
primordial suivant: l’évaluation du pouvoir anti-infectieux 
d'un sérum peut varier trés sensiblement selon que |’on uti- 
lise comme dose d’épreuve de culture une’ dose tres proche de 
la dose minima mortelle ou une dose beaucoup plus considé- 
rable. En général, il faut toujours pour Pépreuve définitive 
utiliser une dose supérieure & la dose minima mortelle : le 
double environ. Cette observatiom & son importance particu- 
li@re avee la culture du B. perfringens et du B. edematiens, 
earles doses limites de ces cultures, aw voisinage de la dose 
minima mortelle, sont trop facilement neutralisables et les 
témoins eux-mé@mes inoculés avec ces doses faibles de culture 
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peuvent ne mourir que trés irréguligrement, ou ne pas mourir 
du tout. L’inconvénient est. moindre avec les cultures du 
Vibrion septique dont une dose méme relativement faible 
aboutit beaucoup plus réguligrement chez le cobaye (quoi- 
que avec retard’, 4 l’évolution de lésions gangréneuses mor- 
telles. 

Comme nous cherchions surtout a établirla valeur comparée 
du pouvoir anti-infectieux des sérums, préparés par différents 
- procédés, beaucoup plus que leur valeur neutralisante absolue, 
nous avons pratiqué, avec les cultures du B. perfringens et du 
B. edematiens, deux séries d'essais : la premiére avec des 
doses faibles, la seconde avec des doses relativement élevées 
(épreuves sévéres). 

Quoi qu’il en soit, il est indispensable, si l’on veut qu'une 
expérience puisse étre appréciée par rapport a d’autres expé- 
riences similaires effectuées ultérieurement ou dans d’autres 
laboratoires, d’exprimer toujours approximativement la valeur 
de la dose d’épreuve par rapport & la dose minima mortelle de 
la culture (ou de la toxine) ulilisée. 


Doar&eE EY TEMPBRATURE DE CONTACT. Durie D’OBSERVATION 
DES ANIMAUX ET INTERPRETATION DES RESULTATS. 


Pour apprécier le pouvoir neutralisant d’un sérum vis-a-vis 
d'une toxine ou d'une culture, on peut, comme le préconisent 
certaines techniques, effectuer leur mélange et les injecter aus- 
sitot a l’animal d’expérience, le contact s’effectuant directement 
wn vivo. Dautres expérimentateurs prétérent maintenir les 
éléments du titrage quelque temps au contact in vitro avant de 
les inoculer. Quels que soient les avantages ou inconyénients de 
l'une ou de l'autre maniére de procéder, il sera toujours indis- 
pensable pour rendre les expériences comparables d'un labora- 
toire & l'autre de bien spécifier la technique employée. Dans 
toules nos expériences, le sérum dilué a él6 mis au contact 
de la cullure et de la toxine im vitro pendant une heure & la 
température de l’étuve 4 37°. Dans des expériences précédentes, 
nous avions constaté qu'une demi-heure de contact, a la tem- 
pérature du laboratoire, suffit 4 obtenir une bonne neutralisa- 
tion. Les premiers titrages de nos sérums ayant été effectués 
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par contact d’une heure & I’étuve, nous avons continué d’apres 
cette technique. Lorsque la durée de contact et le séjour a 
'étuve sont aussi longs, il est indiqué, pour étre absolument 
précis, de maintenir les doses d’épreuve de toxine ou de cul- 
ture, convenablement diluées, dans de l'eau physiologique, le 
méme temps & l’étuve, bien que leur activité ne soit pas trés 
sensiblement modifiée de ce fait. 

{l sera utile, toujours pour rendre les expériences compa- 
rables entre elles, de préciser la durée d’observation des ani- 
maux aprés linjection d’épreuve, ainsi que les notations 
adoptées dans l’appréciation du degré de neutralisation. 

Pour la neutralisation des roxtves, la durée d’observation 
dépendra du temps dans lequel la mort survient pour les 
témoins. Par exemple, avec les toxines du Vibrion septique et du 
B. histolytique, la mort des témoins survient le plus souvent en 
quelques minutes (dix & vingt minutes), plus rarement en 
quelques heures. Les animaux seront donc observés pendant 
les vingt-quatre heures qui suivent l’injection. 

Lorsgue la neutralisation de la toxine esl compléte, les ani- 
maux injectés peuvent présenter néanmoins un malaise plus 
ou moins accusé quelques instants aprés l’injection du mélange 
dans la veine de Joreille, mais ils se remettent rapidement et 
recouvrent leur état primitif de bonne santé, de vivacité et 
d’appétit. 

Lorsque Ja neutralisation n’est que partielle, la durée de la 
survie, l’intensité plus ou moins violente de la crise mortelle, 
permettent d’en apprécier le degré. Pourtant, tous les animaux 
ayant retrouvé au bout de vingt-quatre heures les apparences 
de la santé ne sont pas absolument sauvés; quelques-uns mai- 
erissent assez rapidement et meurent dans des délais trés 
variables, de deux a plusieurs jours. Ces effets & échéance loin- 
taine de la toxine sont également a noter; aussi faut-il conserver 
soigneusement l’indication des marques distinctives des ani- 
maux inoculés pour continuer & les surveiller. 

Avec la toxine du B. edematiens, |’cedéme plus ou moins accusé 
de la région abdominale ou est injecté !e mélange toxine-sérum 
chez les souris (méme chez celles qui guérissent), la durée de 
cet cedéme, l'état général des animaux aprés guérison, sont 
autant d’éléments d’appréciation. L’amaigrissement, les héma- 
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turies pour la toxine du B. perfringens, chez les sujets ayant 
résisté aux doses mortelles pour les témoins, permettent de juger 
du degré plus ou moins satisfaisant de npiireneadtall 

Avec les CULTURES (appréciation du pouvoir anti-infectieux), 
il est rare que l’on n’observe pas dans les vingt heures qui sui- 
vent l’'injection ume réaction locale plus ou moins vive; mais 
au lieu d’un cedéme crépitant, aboulissant aux délabrements 
graves des gangrénes gazeuses, on observe une tuméfaction 
chaude, douloureuse, avec rougeur des téguments qui témoi- 
gne au contraire de la réaction de liorganisme. 

Ce n’est donc guére quiau bout de vingt-quatre heures au 
minimum que l'on peut appnécier la gravité des Jésions locales. 
reslantes, car la premiére réaction inflammatoire se résoud 
‘parfois complétement sans laisser la moindre induration. Si la 
neutralisation a été moins parfaite, les lésioms Jocales restent 
plus accusées, définitives, ou se résorbent lentement. D’autre 
part, les survies sont parfois assez longues (trois a quatre jours) ; 
puis, on assiste souvent, assez brasquement, & une évolution. 
gangréneuse tardive fatale. 

Apres la mort des témoins (vingt-quatre a trente-six heures), 
il faut donc, pour bien apprécier le pouvoir anti-infectieux, 
disposer de quatre a six jours pour étre fixé sur l’évolution 
définitive des lésions locales que peuvent présenter les ani- 
maux chez lesquels le mélange injecté n’était pas absolument. 
neutralisé. 

Pour l’appréciation du pouvoir anti-infectieux d'un sérum 
vis-4-vis d'une dose connue (deux doses minima mortelles) de. 
culture du B. perfringens, on notera, par exemple: 

Neutralisation compléte trés bonne, pour les animaux gué- 
rissant sans aucune lésion au point d'imoculation ; 

Neutralisation bonne, pour les animaux guérissant avec de 
légéres indurations qui s’atlénuent peu dA peu : 

Neutralisation incomplete, pour les animaux conservant de 
grosses lésions locales, cicatricielles, quoique leur état pe et 
reste satisfaisant. 

On doit considérer comme insuffisantes les neutralisations 
n’assurant qu'une survie limilée aux animanx, ou ume guéri- 
son durable, mais avec de graves lésions indélébiles et un état. 
général précaire. 
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Chaque expérimentateur adoptera tres vile une notation per- 
sonnelle qui lui permettra de comparer Jes résultats, d'une 
expérience & l'autre. Nous ne saurions trop conseiller d’expri- 
mer ces résultats sous la forme condensée de tableaux, faciles 
4 consulter rapidement, sous la forme de courbes et de schémas. 
Il ne faut d’ailleurs attribuer a ces représentations schémati- 
ques que la valeur relative qu’elles peuvent avoir : elles n’ex- 
primeut, pour des expériences of tous les facteurs sont émi- 
nemment variables et difficiles a stabiliser (virulence, pouvoir 
toxique, etc.), que des moyennes; pourtant, nous pensons 
qu’établies par les mémes expérimentateuns, elles constituent 
une documentation réelle, parlant aux yeux, facile & consulter 
eta comparer d’wne série d’épreuves A une autre. 

C'est pourquoi nous les avons largement utilisées au cours 
de ce travail. 


CHAPITRE TI 


ETUDE PARTICULIERE DES DIVERS SERUMS 


I. — Etude des divers sérums anti-perfringens. 


PoOUVOIR ANTITOXIQUE. 


Toxine. — Nous avons signalé Ja difficulté d’obtenir des 
toxines perfringens diactivité régulitre, méme en partant dune 
souche umique et en utilisant des milieux de culture aussi 
identiques que possible. La prédominance de l’aclivité hémo- 
lytique pour certains échantillons, de Vactivité neuroloxique 
pour d'autres, rend la comparaison des divers lilrages a peu 
prés impossibie. Le volume du mélange & inoculer aprés neu- 
tralisation par voie veineuse, chez le cobaye, ne peut guére 
dépasser 1 c.c. 1/2 sans que l’on observe des phénoménes de 
choc qui faussent l’interprétation des résultats; de ce fait toutes 
les toxines faibles qui ne tuent pas nettement le cobaye a la 
dose maxima de 1 cent. cube dans la veine, en dix-huit a 
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vingt-quatre heures, sont inutilisables pour les titrages du 
pouvoir antitoxique. 

Ces considéralions nous ont amené a n’aliliser que des 
toxines perfringens trés actives d’abord, et sous forme de toxine 
desséchée apres extraction au sulfate d’ammoniaque. 

Nous avons pratiqué cette extraction d’aprés le procédé 
classique, utilisé depuis plusieurs années 4 notre labora- 
toire (1), soit pour obtenir des toxines pulvérulentes stables en 
vue des opérations de titrage, soit méme pour l’immunisation 
des chevaux. Nous ne reviendrons pas sur les détails de tech- 
nique de l’opération appelée & tort « précipitation » des toxines 
par le sulfate d’ammoniaque, puisque le complexe toxique 
formé sous l’action du sulfate d’ammoniaque dans la toxine 
liquide fraichement préparée a, au contraire, une tendance 
trés netle & surnager & la surface du liquide, ot se fait sa 
récolte en vue d’une dessiccation ultérieure dans le vide 
sulfurique. 

Nous mentionnerons seulement que si le sulfale d’ammo- 
niaque simplement « purifié » suffit dans les opéralions cou- 
rantes d’extraction des toxines de nos principaux anaérobics 
(B. perfringens, Vibrion septique, B. Aistolyticus), lorsqu’on 
veal opérer sur des volumes importants de toxine liquide, il 
parait préférable d’employer du sulfate d’ammoniaque chimi- 
quement « pur » pour l’oblention des toxines desséchées des- 
tinées aux opéralions de titrages. La quantité de sulfate 
d’ammoniaque a utiliser reste sensiblement la m*me (600 & 
750 grammes par litre de toxine); le produit d’extraction 
obtenu avec le sulfate d’ammoniaque pur parait, par contre, 
plus homogéne, plus facile 4 pulvériser finement aprés dessic- 
calion, et surtout se redissout en totalité trés facilement sans 
laisser de résidu, comme il arrive parfois avec les toxines 
extraites au sulfate d’ammoniaque « purifié ». 

Pour toules nos opérations de titrage antitoxique des sérums 
anti-perfingens, nous avons utilisé un seul et méme lot de 
toxine desséchée, cette loxine provenait d’une toxine perfringens 
qui, fraiche, tuait le cobaye de 350 & 400 grammes & la dose 


@ 


(1) M. Weineerc. A propos de la préparation des sérums antigangréneux. 
C. R. Soc. de Biol., 89, 1923, p. 463. 
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intraveineuse de 1/2 cent. cube, avec la double symptomato- 
logie classique des accidents d’hématurie, des paralysies et 
crises nerveuses qui caractérisent l’action de la toxine du 
B. perfringens. 

Aux doses inférieures au 1/2 cent. cube, les cobayes, trés 
malades, présentaient de violentes hématuries, mais la mort 
n'était pas de régle. 

Desséchée, cette méme loxine a été ulilisée au taux de 
2 centigr., 5 de poudre, en dissolution dans 10 cent. cubes 
d'eau distillée stérile. 1 cent. cube de cette dissolution tuait 
réguliérement les cobayes témoins, avec de forles hématuries 
et des symptomes nerveux typiques dans des délais variant de 
une a douze ou dix-huit heures. 

Les doses de 1/2 et méme 1/4 de centimétre cube provo- 
quaient chez les cobayes, méme de forte taille (400 grammes), 
des hématuries abondantes, parfois la mort au 1/2 cent. cube, 
mais d'une facon irréguliére et dans des délais trop longs et 
trop peu constants pour utiliser celte dose dans les titrages. 


Eprevves DE NEUTRALISATION. — Elles furent faites, comme 
avec de Ja toxine fraiche, en laissant une heure au contact a la 
température du laboratoire et 4 l’obscurité, 1 cent. cube de la 
dissolution toxique ci-dessus avec des doses décroissantes des 
divers sérums a titrer. 

Les animaux d'expérience étaient des cobayes de 350 a 
400 grammes, répartis en lots aussi homogénes que possible. 
Le mélange, effectué de facon que le volume total a inoculer a 
chaque animal ne dépasse jamais t cent. 1/2 au maximum, 
était inoculé dans la veine fémorale. 

On trouvera ci-aprés trois exemples d’expériences de neu- 
tralisation antitoxique pratiquée avec chacun des sérums type 
anli-perfringens : sérum mixte (antitoxique et antimicrobien a 
la fois), préparé avec des toxines centrifugées formolées, sérum 
purementantitoxique préparé avec des toxines filtrées formolées, 
sérum purement antimicrobien préparé exclusivement avec des 
corps microbiens formolés. Grace & l'emploi de la toxine des- 
séchée extraite au sulfate d’ammoniaque, tous ces essais ont pu 
s’effectuer en séries avec des résultats d'une constance remar- 
quable et de grandes facilités de manipulations. 
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Exemvles de neutralisation de la toxine perfringens 
par trois sérums antiperfringens-types. 


(Toxine desséchée extraite au jsulfate diammoniaque. 
Epreuve sur cobayes' par voie veineuse. ) 


Sa A TE LE PS LE EE ES LE p 


5 NEUTRALISATION 

aa B du pouvoir 

3 8 

pale ——{ 

i=) Z ° 

a — ss 5 " + S 

e Re RESULTATS & 3 

ea ey 5 = 

e qd 3 ‘S 

Lol 
A. — Sérum ne 219 (& la fois antitoxique et anlimicrobien). 
4/400 4 )Emissions d’urine normales, survie. + + 
4/200 1 |l{missions d’urine normales, survie. + a 
1/400 1 |Emissions d’urime normaies, Survie. + + 
4/500 1 |Emissions d’urine normales, survie. — + + 
4/4/000} 4 |Hémogtobinurie tardive, légére, ‘survie. Incomplite. + 
1/1.200) 1 |Hémoglobinurie tardive, légéere, survie. Incomplete. oe 
1/1.500| 4 |/Hémoglobinurie ou ‘hématurie, survie. — + 
4/2.000) 4 ||) Hématuries, Survie. — ae 
1/2.500 1 |Hématuries, survie. — + 
1/3.000 | 41 |Hématuries. survie. = ar 
1/4.000} 4 |Hématuries abondantes, mort en 48 heures _ Incomplete. 
a 3 jours. 

1/5.000{ 4 |Hématuries abondanles, mortdansla nuit. — — 


Quatre cobayes témoins de méme poids, sans sérum, meurent dans des | 
délais variant de. A412 heures avec des hématuries abondantes, ainsi que — 
des symptomes de paralysie.et de crises nerveuses. 


B. — Sérum ne 233 (antitoxique pur). 


4/300 
4/800 
1/1.000 
4/2 000 


Emissions d’urine normales, survie. 

Urine rosée, survie. | Incomplite. | 
Hémoglobinurie légére, survie. = 
Hémoglobinurie, survie. = 
4/2.500 Hématurie nelte, survie. _— 
4/3.000° Forte hématurie, mort dans la nuit. _ 


Deux cobayes témoins meurent, dans les mémes délais et avec les 
mémes sytaptomes que dans l’expérience précédente. 


Eee eee 
b+4++4+ 


C. — Sérum no 239 (antimicrobien pur). 
4/100 Emissions d'urine normales, survie. + 
A /280 | Emissions d’urine normales, survie. = 
4/500 Légére hémoglobinurie, survie. Incomplete. 


A/800 

1/1.000 
4/4.500 
4/2 000 


1 Hémoglobinunie, survie. _ 
Hémoglobinurie, survie. — 
Hématurie, survie. — 
Hématurie, survie. — 

4/2 500 Hématurie, survie. — 

1/3.000 Hématunie, mortidans la nuit. — 


Deux cobayes témoins meurent dans Ja nuil, avec les doubles symp- ’ 
tomes trés nets dhématurie et d’intoxication des centres nerveux. 
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Tl résulte de examen de ces tableaux plusieurs constatations 
dWintéréet général : 

1° Au point de vue antitoxique, les sérums anti-per/ringens 
manifestent leur activité par une double action : anti-hémoly- 
tique et antitoxique. 

Aux taux élevés de sérum, l’action de la toxine est tota-— 
lement annihilée : les cobayes présentent bien apres l’injection 
intraveineuse du mélange sérum et toxine des malaises; mais 
on n’observe que des émissions d’urine mormales, sans trace: 
d’hémoglobinurie aucune. Bien entendu, ces animaux ‘sur- 
vivent, sams paralysies nicrises nerveuses. 

A des taux moindres de sérum, on voil néapparaitre progres- 
sivement l’activité hémolytique de la toxine : elle se mamifeste 
selon son imlensité, soit par de simples émissions rosées, soit 
par de hémoglobinurie (légére ou accusée), soit par de véri- 
tables hématuries. 

On constate que des cobayes, méme ayant présenté d’abon- 
dantes hématuries, survivent et ne présentent pas de symp- 
tomes d’intoxicalion nerveuse (parésies ou crises). 

2° Le taux de neutralisation de [hémolysine du B. per- 
fringens est sensiblement inférieur a celui de neutralisation de 
sa neurotoxine. I] varie du 1/500 au 1/1.000 pour lhémolysine, 
tandis quil peut atteindre le 1/2.500, le 1/3.000 et méme le 
1/4.000 pour la neuro-toxine. 

3° La comparaison de l’aclivité des trois sérums différents 
donne les résultats suivants < 


TAUX TAUX 
anti-hémolytique anti-neurotoxique 
Sérum mixte (n° 249)... ... . 4/1 000 A 14/4.206 1/3.000 a 1/4.000 
Sérum antitoxique (n° 233)... . 1/800 4/2.500 
Sérum antimicrobien (n° 230). . 4/500 4/2.500 


Si le mode de préparation des sérums ne parait pas influer 
trés sensiblement sur leur activité neurotoxique, on remanque 
une différence trés nette d’activité en ce qui concerne leur 
pouvoir anti-hémolytique. Le sérum antimicrobien pur est beau- 
coup moins actif que le sérum antitoxique, lui-méme inférieur 
aux sérums mixtes. 

4° Si Ton évalue l’activité antitoxique globale d’un sérum 
anti-per/fringens.par l'ensemble de son activité anti-hémolylique 
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d’une part et de son activité anti-neurotoxique d’autre part, on 
constate que le maximum d’activité revient aux sérums pré- 
parés avec des toxines formolégs contenant encore des corps 
microbiens. . 

Les sérums préparés avec des toxines filtrées formolées se 
classent en deuxiéme ligne seulement. 

Quant aux sérums préparés uniquement avec des corps 
microbiens formolés, ils arrivent au point de vue de leur acti- 
vité antitoxique en derniére ligne, comme il était d’ailleurs 
logique de le penser. Le fait méme qu’ils jouissent de propriétés 
antitoxiques évidentes mérite par contre d’étre signalé. 


Povuvoir ANri-INFECTIEUX. 


Soucue utiiste. — Nous avons recherché la valeur compara- 
tive du pouvoir anti-infectieux des différents sérums anti- 
perfringens vis-a-vis de la souche homologue ayant servi & 
Vimmunisation des chevaux. Suivant l’échantillon de cette 
souche utilisé, on obtient des cultures légérement différentes 
comme pouvoir pathugéne. La dose mortelle pour un cobaye 
de poids moyen (250 & 300 grammes), par injection intra- 
musculaire dans la cuisse, varie pour une culture de vingt- 
quatre heures, en bouillon, de 1/2 & 1/10 de centimétre cube. 
Par passages im vivo, on obtient assez facilement des échan- 
tillons qui tuent au 1/20 de centimétre cube, plus rarement 
au 4/30. 


NevurraLisation. — Les épreuves de neutralisation ont été 
faites sur le cobaye, par injection du mélange sérum + culture 
dans les muscles de la cuisse. 

Le temps de contact préalable in vitro, a la température de 
l’étuve ou du laboratoire, était de une heure. 

Des expériences préliminaires nous ont montré des diver- 
gences assez importantes de résultats selon que l'on opére au 
voisinage de la dose mortelle ou avec des doses d’épreuve sen- 
siblement supérieures. Nous avons donc effectué l’essai compa- 
ratif des divers sérums soit avec des doses mortelles limites 
(voir tableau II), soitavec des doses morlelles assez élevées (voir 
tableau III). 


e kee 
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Résuttats. — L’examen de ces deux tableaux (tableaux II 
et Ill), ainsi que du schéma annexé (tableau lV), fixera mieux 
que de longs commentaires sur les résultats obtenus. 

Faisons seulement remarquer que l’épreuve de neutralisation 
effectuée avec 1/10 de centimetre cube comme dose d’épreuve 
(tableau IT) donne une approximation plus exacte de la valeur 
absolue des sérums au point de vue anti-infectieux et que ces 


TasLeau IV. — Pouvoir anti-infectieux des sérums anti-perfringens (1). 


Dilution « 
des sérums 


s “yy 
300 Y 
sy YY Y 
YOY; 
Gi 
NSS et 237 PES oe Ns) 
prépara- ee ee ee Se toxine = Capps 
tion des toxine centri- tox.centrifugee tox centrif, tox centrif.  anaculture  filtrée — microb 
Serums fugée formolée formol+tapiocs formol+seng  formal+microbes formolée formoles 


Neutralisation compléte, hachures serrées; incompléie, hachures espacées. 


résultats se rapprochent de ceux du schéma qui représente 
tres sensiblement lamoyenne de nos expériences. 

L’épreuve faite avec 1/2 cent. cube (tableau II) était particu- 
ligrement sévére, cette dose représentant environ quatre & cing 
fois la dose minima mortelle de la culture utilisée. Du moins 
a-t-elle l'intérét de nous fixer sur lactivité reactive des différents 
sérums. 

Le pouvoir anti-infectieux des sérums anli-per/ringens, & la 
fois antitoxiques et antimicrobiens, varie du 1/200 pour les 
moins aclifs, au 1/400 pour les meilleurs. Avec des doses de 
culture trés proches dela dose minima mortelle, on peut obtenir 
la neutralisation plus ou moins parfaite (guérison avec ou sans 


(1) Dose d’épreuve : une fois et demie a deux fois la dose minima mortelle 
de culture. 
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lésions locales) avec des dilutions de sérum au 1/500 et vrai- 
semblablement moindres encore. 
Dans toutes les expériences, l'insuffisance du sérum 239. 


TasLteau VI. — Comparaison entre le pouvoir anti-infectieux 
et le pouvoir agglutinant des sérums anti-perfringens. 


Pouvoir 
agglulinant 


40.000 


10.000 


5.000 
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PID e226. 228. 429.» 2Ai De DS eA COB pel IE S3.0 239 
anti- — amt- 
Sérums antitoxiques et antimicrobiens (preparations diverses) toxique mucrobien 


Nova. — L'indication du pouvoir antitoxique moyen des sérums enliperfringens 
ne figure pas sur ce graphique; il aurait fallu y schémaliser séparément 
leur pouvoir antihémolytique et leur pouvoir antineurotoxique, cont les 
taux different. - 


préparé wniquement avec des corps microbiens formolés 
(sérum purement antimicrobien), ressort nettement. Gompa- 
rativement, le sérum purement antitoxique n° 233, préparé avec 
de la toxine filtrée, puis formolée, est plus efficace, puisqwil 
se classe avec les sérums neutralisants au 1/200. 
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PoUVOIR AGGLUTINANT. 


Sur ces 42 sérums : 

1 agelutine au 1/25.000 la souche homo'ogue; 

| agglutine au 1/7.000. 

1 agglutine au 1/5.000. 

5 agglutinent au 1/2.000. 

1 agglutine au 1/750. 

. Aeclative au 1/500. 

2 agglutinent du1/50 au 1/100. 

Il est & noter que le sérum n° 233 préparé par injections de 
toxine filtrée, c’est-a-dire normalement antitoxique pur, donne 
un taux d’agglutination relativement élevé (1/2.000). 

Deux chevaux préparés avec de la toxine centrifugée ren- 
fermant encore des éléments microbiens ne manifestent qu’un 
tres faible pouvoir agglutinant (1/50 4 1/100). 

Le sérum purement antimicrobien (n° 239) n’a qu'un pouvoir 
agglutinant médiocre (1/750). 

Ces taux sont sensiblement les mémes que ceux déterminés 
sur d’autres échantillons des mémes sérums plusieurs mois 
auparavant (« Synergie des anticorps ». Ces Annales, 42. 
juin 1928). La dilférence des procédés d’immunisation utilisés 
depuis Novembre 1927 ne parait done pas avoir eu non plus 
influence trés notable sur le pouvoir agglutinant de ces 
sérums. 


li. — Etude des divers sérums anti-Vibrion septique. 


Pouvoir aNTITOXIQUE. 


Toxiye. — Une culture de Vibrion septique, de vingt-quatre 
i trente-six heures en bouillon gtucosé (1 p. 1.000), centrifugée 
jusqu’a limpidité compléte du milieu, donne une toxine que 
Yon peut utiliser par voie veineuse chez le lapin pour les 
essais de neutralisation, sans étre obligé de recourir & la filtra- 
tion, sous réserve de l’utiliser immédiatement. 

La souche utilisée était la souche de Vibrion septique servant 


PREPARATION DES SERUMS ANTIGANGRENEUX MONOVALENTS 483 


aux expériences couranles du laboratoire, ainsi qu’é l'immuni- 
sation des chevaux. Cetle souche donne régulitrement des 
toxines tuant un lapin de 2 kilogrammes, par voie veineuse, 
aux doses de 1/5 &4 cent. cube. Au cours de ces derniers 
essais, nous n’avons rencontré qu’exceptionnellement des 
toxines tuant au 1/10 de centimétre cube, assez fréquemment 
des loxines (uantau 1/4 etrendant l’animal trés malade au 1/10. 
Les échantillons de toxines fortes provoquent parfois chez le 
lapin des crises trop rapidement mortelles (quelques minutes) 
et leur emploi accuse facheusement l’action des sensibilités 
individuelles inévitables chez les animaux d'expérience, rendant 
parfois difficile Vinterprétation des résultats. Nous avons uti- 
lisé de préférence des toxines moyennes tuant un lapin de 
2 kilogrammes & 2 kgr. 500 aux doses de 1/2 4 3/4 de centi- 
métre cube. 


Epreuves pé NeuTRALisation. — Elles ont été effectuées sur 
des lapins de 2 kilogrammes a 2 kg. 500, en moyenne, par 
injection du mélange : toxine-sérum dans la veine marginale de 
loreille. 

La détermination de la dose minima mortelle de toxine étant 
faite au moment méme de l’expérience, il est indiqué de se 
tenir |égeremeat au-dessus de cette dose pour l’épreuve de 
neutralisation, surtout lorsqu il s’agit, comme c était notre but, 
de déterminer la limite extréme de protection pour comparer 
Vactivité de divers sérums, beaucoup plus que de déterminer 
leur pouvoir absolu de neutralisation. 

Nos résultats sont donc vraisemblablement inférieurs & ceux 
que nous aurions obtenus en utilisant une dose d’épreuve plus 
strictement voisine de la dose minima mortelle de toxine; par 
contre, ils donnent une approximation plus certaine de l'activité 
relative des divers sérums. 

La neutralisation est obtenue par contact de la toxine et du 
sérum, aux différentes dilutions, pendant une heure, soit a 
Vétuve, soit & la température du laboratoire. 

La moyenne des titrages effectués sur nos sérums thérapeu- 
tiques préparés avec des toxines formolées, en 1927, ayant 
montré leur efficacilé antitoxique cerlaine au 1/500 et trés 
généralement au 1/1000, nous avons limité nos essais de neu- 
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‘tralisation antitoxique aux dilutions suivantes: 1/500, 1/1.000, 
1/1.500. 


Résutrars oprenus.— L’examen du tableau ci-contre (p. 484) 
donne une idée d’ensemble de Pactivité antitoxique des sérums 
anti-Vibrion septique. 

Les sérums n® 327 & 335 qui donnaient aux titrages de 1927 
un pouvoir antitoxique réguligrement constant au 1/500 et, le 
plus généralement, au 1/4.000 vis-a-vis d'une dose mortelle de 
toxine accusent aux épreuves plus sévéres vis-a-vis d'une dose 
et demie 4 deux doses mortelles de toxine (Mars 1928) une bonne 
neutralisation au 1/500 et une neutralisation inconstante au 
1/4.000. Les sérums 333 et 332 de celte série donnent des 
résultats légerement inférieurs. 

Les sérums 338 et 339 proviennent de chevaux immunisés 
plus récemment; leur taux de neutralisation, tres moyen pour 
lensemble des titrages de l'année précédente, s'est amélioré pour 
le n° 338 et reste médiocre pour le n° 339, en dépit de l’adjonction 
-de tapioca 4 la toxime, a partir de Novembre 1927. Tous les 
-sérums précédents sont a la fois antitoxiques et antimicrobiens 
du fait méme de leurs modes différents de préparation. 

Le sérum n° 336 préparé par injeclion de toxine filtrée (anti- 
toxique pur) a manifesté une activité antitoxique plutét infé- 
rieure & celle des sérums mixtes; il est juste toutefois de pré- 
-ciser que le cheval était en immunisation depuis peu de temps. 

Le sérum n° 337 préparé par injections exclusives de corps 
microbiens formolés (antimicrobien pur) a montré un pouvoir 
antiloxique trés irrégulier, qui était tout a fait inférieur au 
-cours des essais de Mars 1928. 

Exception faite pour ce sérum qui mérite une mention parti- 
culiére, ainsi que pour le sérum n° 329 qui fit objet d'une 
préparation spéciale (Aoat a Octobre 1927), on peut constater 
que les modifications apportées dans l'immunisation des che- 
vaux a partir de Novembre 1927 n’ont pas sensiblement modifié 
leurs propriélés antitoxiques (voir tableau VII). 


PoUVOIR ANTITOXIQUE D’UN SERUM ANTI-VIBRION SEPTIQUE PREPARE 
EXCLUSIVEMENT PAR INJECTIONS DE CORPS MICROBIENS FORMOLES. — La 
préparation du cheval n° 337 est commencée le 2 mars 1927 
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Cet animal recoil par voie sous-cutanée des doses croissantes de 
microbes formolés, émulsionnés dans de l'eau physiologique : 


Lie 22mars (ceo ee eee ieee cps Aaa 2 aesy dee 4 centigrammes. 
L6:9  \1Hars 4} Seat chee ae eerie 5 —_ 
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oe 23 mers.- sbi eaeemouts cele cotton sepege e 10 — 
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OME Chil Mes So ete Rie noes cbr oe ac 419 — 
ie de en aig weet Bloe cents ac. dursecen sel meeett: 10 — 
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1 milligramme dé corps microbiens formolés, pesés sees, 
correspond a 3c.c., 5 environ d'une culture de 24 heures en 
bouillon, de Vibrion septique. Le cheval n° 337 a done recu, du 
2 marsau 15 juin, des quantités de corps microbiens formolés 
(760 milligrammes) correspondant a 3 litres environ de culture. 

Un titrage effectué, fin mai, montre que le sérum de ce cheval 
protege au 1/500. un lapin de 2 kilogrammes contre 3/4 de cen- 
timétre cube d'une toxine Vibrion septique qui, 4 cette dose, 
tue les Japius témoins entre dix a douze heures. 

Une nouvelle épreuve, plus sévére, faite en juim avec une 
{oxine plus forte permet d’obtenir la neutralisation complete de 
1/4 de cenlimétre cube de cette toxine (dose tuant les témoins 
en dix minutes) par 1/500 de centimétre cube du sérum. A ce 
méme titrage, les sérums thérapeutiques du laboratoire proté- 
geaient les lapins contre la méme dose de toxine: les uns au 
1/1.000, les autres au 1/500. Il était donc curieux de remarquer 
que nous étions arrivés a cette époque 4 obtenir un sérum anti- 
toxique anti-Vibrion septique, sensiblement équivalent & la 
moyenne de nos sérums thérapeutiques par la seule injection 
de corps microbiens formolés. 

Les chevaux ayant été Jaissés au repos en Aodit, pendant la 
période des chaleurs, Ja préparation du cheval n° 337 est 
reprise en Septembre par injections mensuelles, avec les che- 
vaux de sa série, de 10 centigrammes de microbes formolés 
(correspondant 4 300 ou 400 centimétres de culture). Deux 
titrages successifs effectués en Octobre dénotent une baisse 
importante du pouvoir antitoxique : le sérum ne protege plus 
que trés irrégulitrement au 1/500. En Décembre, l’activité 
anlitoxique remonte, donnant méme une bonne neutralisation 
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au 1/1.000, pourretomberau moment de nos essais de Mars 1928 
a des taux inférieurs au 1/500. 

L’ensemble de ces expériences montre : d'une part, la possi- 
bilité d’obtenir un sérum antiloxique par la seule injection de 
corps microbiens formolés; mais, d’autre part, Virrégularilé 
de l’activité antitoxique de ce sérum. 


Pouvorr ANTITOXIQUE DU SERUM N° 329, PREPARE PAR INJECTIONS 
SIMULTANEES DE TOXIQUE PURE SOUS LA PEAU ET DE CORPS MICROBIENS 
VIVANTS DANS LA VEINE. — Le désir de posséder au laboratoire un 
sérum anti-Vibrion septique type doué de propriétés anti-toxi- 
ques aussi bien que de propriétés antimicrobiennes trés actives 
en vue de recherches expérimentales (neutralisation, aggluti- 
nalion, identification de souches diverses), ainsi que l’intérét de 
trouver un mode de préparation particuliérement efficace des 
sérums thérapeutiques, nous a conduits a reprendre un procédé 
d'immunisation qui avait donné a l'un de nous de remarquables 
résultats au débutde la préparation des sérums anligangréneux. 

Ce procédé consiste & inoculer la culture de Vibrion septique 
totale au méme cheval : la culture de vingt-quatre heures, en 
bouillon, est centrifugée trés soigneusement, jusqu’a limpidité 
parfaile du liquide. La toxine ainsi débarrassée presque tota- 
lement des microbes est injectée a l’animal par voie sous- 
culanée. Le culot microbien repris en eau physiologique est 
inoculé, le méme jour, par voie veineuse. 

Le cheval n° 329 étant déja hyperimmunisé de longue date 
vis-a-vis du Vibrion septique, nous avons pu conduire cette 
préparation particuliére assez activement, les doses de culture 
virulente (toxine centrifugée non atténuée sous la peau, culot 
de microbes vivants injecté intégralement dans la jugulaire) 
étant les suivantes : 
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L’injection intraveineuse de microbes précédant de quelques 
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heures |’injection sous-cutanée de toxine, méme aux doses 
élevées, les réactions du cheval (générales ou locales) n'dtaient 
pas inquiétantes, sous réserve de procéder lentement & l’injec- 
tion intraveineuse de |’émulsion microbienne. 

Ce procédé nous'a permis d’obtenir un bon sérum antitoxique 
neutralisant une dose mortelle de toxine au 1/1.000 et au 
4/1.500, a la fin de lannée 1927. Ce taux de neutralisation est 
encore inférieur & celui obtenu antérieurement & une prépa- 
ration analogue par Weinberg (1/2.000, 1/3.000) différence que 
l'on peut attribuer au fait que le cheval n° 329 était déja hyper- 
immunisé par des cultures formolées et n’oflrait plus & notre 
expérience les réactions d'un organisme vierge. 

L‘immunisation de ce méme cheval, continuée & partir de 
Novembre 1927 avec des anacultures nous montre, aux titrages 
de Mars 1928, le retour de son pouvoir antitoxique au taux 
moyen de l'ensemble de nos sérums : 1/500 4 1/1.000. 


PoUvoIrR ANTI-INFECTIEUX. 


SoucueE utiniste. — La souche de Vibrion septique, qui sert au 
laboratoire, tant pour les recherches expérimentales que pour 
Vimmunisation des chevaux, est douée d’un bon pouvoir patho- 
gene pour le cobaye, par injection intramusculaire dans la cuisse. 

Inoculée par cette voie & des cobayes de 250 4 350 grammes, 
une culture en bouillon glucosé de vingt a ltrente-six heures, 
provoque la mort de l’animal avec des lésions gangréneuses 
de la cuisse, et un cedéme crépitant envahissant des régions 
inguimales, scrotales et abdominales, & la dose de 1/10 a 1/30 
de centimétre cube. 

On exalte facilement la virulence de cetle souche, au point 
qu’elle tue au 1/30 et méme au 1/40 de centimétre cube. 

C’est avec cette souche a virulence exaltée que nous avons 
fait nos essais du pouvoir anti-infectieux des sérums vis-a-vis 
d’échantillons dont la dose minima mortelle variait du 1/30 
au 1/40. Notre dose d’épreuve de 1/20 centimetre cube attei- 
enait sensiblement le double de la dose minima mortelle. 


Neurratisation. — Elle a été effectuée dans les conditions 
cénérales de technique déja mentionnécs : neutralisation. par 
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contact de la culture avec Jes diverses dilutions du sérum pro- 
longé une heure a l’étuve ou & la température du laboratoire. 


‘sagoedse soanyory ‘a.0207na)0 nO ajardwoom Ssogados soantoey ‘a7a7dwoo wo1nsr7D1yNEN 
‘(a]qnop qe ‘sojeuoserp soanyory) #na270a/ur-27up w0anod 
‘(arajd qreay ‘sopeoiyieA Sornyoey) anbrwojzjUy s20an0g 
SUINIOS 


A] OULIO) synos esotdez+ SQTOURLOJ SOGOIDTUL+ Sues 2 aQ]OUOY sop 
SHY SQTOULLOF ‘D9TOWLO J" yus0 QUTXO?} “ULLOJYUID DU1XO}P Fos) (ohttace) a secre) SUTXO} BInyMoeue agGnyiny uoad 3Ul oy uo jVe1ec ole 
26ers ae ee 2 soN 


QUTXO} SeqoJoTUr 


9c Lee 6EC gee See ae ORS lee oOce 6ZE 8Ze LU 


|) enbiy}das-uot1mqra-TyUe SUINAIES Sop XN917909FUT-TzUe 39 ONbIxX0zyWUeE SATOANOY — “X| IVATAV], 


AVIVIVIVIVI III Be 
AST re 
i MWA We yl b A ~ acl ate: 
TM Tee 

Y J 23 

77 Va “4 QO0L aa 

7 Y SEs 

le ec 


: Toxine, une dose et demie a deux doses mortelles; 


culture, deux doses mortelles environ. 


(1) Doses d’épreuve 
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L’épreuve est faite par inoculation intramusculaire dans la 
cuisse du mélange et par comparaison avec une série de cobayes 
(émoins inoculés avec la cullure pure. 

‘\ 


Risutrats. — Une premiere série d’essais avec des dilutions 
de sérums variant du | /200 au 1/500 nous a montré que presque 
tous nos sérums neutralisaient au 1/500. 

Une deuxiéme série, poussée aux taux de 1/750 et de 1/1.000, 
nous permettait d’atteindre sensiblement pour tous nos échan- 
tillons la limite de leur pouvoir anti-infectieux, vis-a-vis d’une 
dose d’épreuve voisine du double de la dose minima mortelle 
de cullure. 

Au 1/750 et au 1/1.000, la mort du cobaye ou l’examen des 
lésions (évolution, induration et lésions persistantes) permet- 
taient d'élablir la valeur comparée des 12 échantillons de sérum 
anti-Vibrion seplique. 

L’examen du tableau VIII résumant les principaux résultats, 
ainsi que du schéma IX, fait ressortir l’équivalence de l’acti- 
vilé de presque tous les sérums, dont le pouvoir anti-infectieux 
varie de 1/500 (neutralisation compléte) & 1/750 (neutralisa- 
tion incomplete, ou efficace chez 50 p. 100 seulement des 
cobayes). 

Un pouvoir anti-infeclieux légérement supérieur s’est mani- 
festé pour deux sérums préparés par injections de toxine et de 
microbes + 

Le n° 329 dont nous avons signalé antérieurement la pré- 
paration particuliére d’Aott & Octobre 1927 et avec des anacul- 
tures a partir de Novembre. 

Le n° 335 dont le pouvoir antitoxique noffrait pourtant, & un 
tilrage paralléle, aucune activité particulitre. Par contre, la - 
moyenne des titrages de l’année 1927 donnait ce sérum comme 
l'un de nos plus actifs. 

Le n° 327 (pouvoir antitoxique élevé) accuse un pouvoir anti- 
infactieux encore net quoique inconstant au 41/1.000. 

L'insuffisance du sérum n° 339 au point de vue antitoxique 
n’entraine pas corrélativement de diminution de son pouvoir 
anti-infectieux. A noter que ce sérum est doué d’un fort pou- 
voir agglutinant (au dela du 1/100.000). 

La faiblesse du pouvoir anti-infectieux du sérum purement 
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antimicrobien n° 337 (préparatioa par les microbes formolés 
seuls) va de pair avec la faiblesse de son pouvoir antitoxique, 
en dépit pourtant d'un fort pouvoir agelutinant (1/100.000). 

En somme, aucune de ces constatations n’entraine de con- 


TABiEau XI. — Comparaison du pouvoir agglutinant et des pouvoirs 
antitoxique et anti-infectieux des sérums anti-Vibrion septique. 


Pouvoir 
agglutinant 


100,000 


50.000 


30.000 


20.000 


10.000 


Pouvoir fi 
antitoxique 


1.000 


750 


| LVALETYN 


aha AY WY 


327 328 329 330 331 332 333 335 338 339 337 336 
ee on anit 
Serums antitoxiques et sntimicrobiens mucro-toxique 
(préparations diverses) bien 


viction en faveur de tel ou tel procédé de préparation des 
sérums anti-Vibrion septique. Leur pouvoir anti-infectieux est 
trés sensiblement éguivalent; cependant, les sérums préparés 
avec le mélange toxine et microbes sont souvent supérieurs. 
Un autre fait mérite d’étre souligné : l’insuffisance trés nette 
du pouvoir anti-infectieux du sérum exclusivement préparé 
avec des corps microbiens (pouvoir antitoxique faible) en dépit 
de son pouvoir agglutinant trés élevé. 
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Pouvorr .AGGLUTINANT. 
N , 


Les sérums anti-Vibrion seplique présentent un pouvoir 
agglutinant notablement supérieur aux sérums anti-perfringens 
et anti-histolytique. Sur nos 12 sérums : 

2 agglutinent au dela du 1/100.000. 

2 agglutinent au 1/100.000. 

3 agelutinent au 1/35.000. 

2 agglulinent au 1/20.000. - 

2 agglutinent au 1/7.000. 

Ces 14 sérums sont, soit & la fois antitoxiques et antimicro- 
biens, soit antimicrobien pur (n° 337). 

Le sérum n° 336 préparé par injections de toxines formolées 
filtrées, privées de tout corps microbiens, agglutine lui-méme 
au 1/2.000, bien qu'il devrait étre considéré, du fait de sa pré- 
paration, comme purement antitoxique. 


II]. — Etude des divers sérums anti-histolytiques. 


PoUuUVotR ANTI-TOXIQUE. 


Toxine. — Elle est obtenue par centrifugation aussi com- 
pléte que possible d’une culture de vingt-quatre heures, en 
bouillon, du B. Azstolyticus. Le liquide complétement clarifié 
ne contient que de rares éléments microbiens. 

Inoculé dans la veine marginale de l’oreille d’un lapin de taille 
moyenne (2 kilogrammes a 2 kilogr. 500), il provoque la mort 
apres une crise généralement violente en cing 4 dix minutes et 
a des doses variant de 1/2 cent. cube 4 1/10 de centimétre 
cube. 

Bien que l’on puisse rencontrer exceptionnellement des toxi- 
nes histolytiques capables de provoquer des troubles graves et 
méme de tuer le lapin au 1/20° de centimétre cube, nous consi- 
dérons comme de trés bonnes toxines celles qui sont mortelles au 
1/10 de centimetre cube. L’activité moyenne de celles qui ont 
servi & nos expériences variait de 1/2 81/4, 1/5 de centimétre 
cube. 
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L’action de ces toxines est généralement brutale; la crise 
qu’elles délerminent est le plus souvent immédiate ou tres 
proche de Vinjection et violente. La mort survient en quelques 
minutes. 

La détermination de la dose minima mortelle est souvent 
délicate, car cette dose minima provoque elle-méme des symp- 
tomes violents, tandis qu’une dose trés légerement inférieure 
est supportée par l’animal presque sans troubles apparents. 

Il n’y a pas avec la toxine du B. histolytique (du moins pour 
la souche utilisée dans nos expériences) une graduation paral- 
léle entre la gravité des symptomes et la dose de toxine injec- 
tée, permettant aux expérimentateurs d’apprécier le voisi- 
nage de la dose minima mortelle. Ce passage brusque d'une 
dose apparemment inoffensive 4 une dose, trés pen supérieure, 
brutalement mortelle permettrait de se demander quelle part 
revient dans ces accidents 4 la fonction toxique proprement 
dite ou au choc consécutif & injection intraveineuse ? La neu- 
tralisation trés efficace obtenue autrefois par Weinberg a des 
taux trés élevés par l'emploi de sérums anti-loxiques homolo- 
gues indiquerait pourtant qu'il s’agit bien d’une action toxique 
sur les centres nerveux. Notre but n’est pas actuellement de 
répondre & cette question touchant plus particuliérement le 
mode d’action pathogéne de la toxine du B. histolytique; mais 
il importait de signaler cette particularilé qui rend les titrages 
antitoxiques des sérums trés délicats et souvent difficiles a 
interpréter, en raison de la violence des crises que détermine la 
dose minima mortelle elle-méme. 


EekEUVES DE NEUTRALISATION. — En suivant la technique géné- 
rale courante, injection intraveineuse au lapin (2 kilogrammes 
a 2 kilogr. 500) du mélange sérum et toxine laissé pendant une 
heure & la température de I’étuve ou du laboratoire, nous 
n’avons observé que des neutralisations médiocres, ou en tous 
cas trés inférieures 4 celles obtenues avec les anciens sérums, 
antérieurement 3 l’emploi pour leur préparation des toxines. 
formolées. 

Aussi bien au cours de l’année 1927 (titrage périodique 
de sérums) que dans les essais d’amélioration de la prépara- 
tion de ces sérums, l’action antitoxique des sérums anli-his- 
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tolytiques s’est manifestée d’une maniére précaire ou incom- 
plete 

Dans quelques cas, la crise mortelle, qui emporte les 
témoins en cing A dix minutes était purement et simplement 
dilférée de quelques instants (un quart d’heure & une heure), 
mais conservait toute sa violence. Dans la majorité des cas, la 
neutralisation partielle de la toxine se traduisait par une survie 
plus longue pouvant aller de douze & vingt-quatre heures, la 
crise étant d’autant moins accusée que la survie était plus 
longue (Voir tableau XII). 

C’est exceptionnellement que nous avons rencontré une neu- 
tralisation compléte de la toxine par le sérum assurant une 
survie définitive aux lapins, avec absence compléte de manifes- 
tations toxiques (amaigrissemen!, paralysies). 


RésuLrats optenus. — Les sérums 311, 313 et 315 (sérums a 
la fois anlitoxiques et antimicrobiens) donnent une neutralisa- 
tion partielle an 1/250, avec survie de dix, douze & vingt- 
heures. Au 1/500, la survie ne dépasse guére quelques 
heures. 

Le sérum purement antitoxique n° 312 ne retarde pas la 
mort des animaux, par rapport aux témoins, au 1/500, et n’as- 
sure qu'une bréve survie au 1/250. C’est dire qu’au point de 
vue auntitoxique il est encore inférieur aux sérums précédents. 

En présence de ces résultats, nous nous sommes demandé 
si linsuffisance de neutralisation résultait de l'insuffisance de 
la dose de sérum ; aussi avons-nous essayé d’augmenter !a pro- 
portion de sérum dans le mélange. Les essais de neutralisation 
au 1/400 et au 1/50 ne nous ont pas donné de résultats trés 
supérieurs. 

Bien plus, au cours.de ces essais, nous avons observé parfois 
des résultats absolument paradoxaux, les lapins inoculés avec 
le mélange toxine-sérum mourant plus rapidement et avec des 
crises plus violentes que les témoins. Tout se passait alors 
comme si le mélange toxine-sérum formait un complexe 
dont le dédoublement en masse au niveau des capillaires 
cérébraux provoquerail, soit une action toxique, soit un choc, 
déterminant des symptoémes encore plus néfastes que le trans- 
port de la méme dose de toxine vers les centres nerveux a 
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l'état libre. Il s’agit évidemment d'une hypothése; mais il nous a 
paru intéressant, quoique ne pouvant les expliquer, de signaler 
ces observations paradoxales. Leur premiére constalation pou- 
vait faire croire a une erreur matérielle dans les dilutions ou a 
une faute de technique, alors que leur renouvellement nous a 
obligé a accepter le fait comme un phénomeéne biologique. 


Pouvoir ANTI-INFECTIEUX. 


Soucug umitisée. — Nous avons recherché le pouvoir anti- 
infectieux des sérums yis-’-vis de la méme souche ulilisée 


Tasteau XIV. — Pouvoir antitoxique et pouvoir anti-infectieux 
des divers sérums anti-histolytiques (1). 


Dilution 
des sérums 


Ys 
IZ MIN 


KES | 


TaN 


Ym 


Cie 


LA 3 


LZ We 
31 Li WZ 315 312 
N°Set toxine id enaculture toxine 
préparation centriflugee et filtree 
des formolée tapioca formolée 
sérums a 
antitoxiques et antimicrobiens antitaxique 


Pouvoir antitoxique (hachures verticales, trait plein). 
Pouvoir anti-infectieux (hachures diagonales, trait double). 
Neutralisation complete, hachures serrées; incompléte, hachures moyennes; 
douteuse, échecs ou survies de durée variable, hachures larges. 


pour la production de la toxine des recherches précédentes, 
souche du laboratoire servant & l'immunisation des chevaux 
comme aux études expérimentales. Une culture de vingt- 
quatre heures en bouillon de cette souche de B. histolyticus 
provoque des lésions effroyables de lyse des tissus, en injec- 
tion intramusculvire dans la cuisse du cobaye & des doses fai- 
bles, 1/20 a 1/40, parfois méme au cours de passages in vivo 
au 1/50 de centimétre cube. 


(1)_Dose d’épreuve : Toxine, culture, une dose minima mortelle. 
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Nevurrauisation. — Dans nos essais de détermination du pou- 
voir anti-infectieux, nous avons recherché des échantillous 
particuliérement virulents de cetle souche afin d’obtenir non 
seulement des lésions locales, mais surtout la mort aussi 
régulitre que possible des témoins. 

L’animal d’expérience étant le cobaye, nous avons pratiqué 


Tastrau XV. — Comparaison du pouvoir agglutinant et des pouvoirs 
antitoxique et anti-infectieux des sérums anti-histolytiques. 


i" 


Pouvoir 
aqglutinent 


i 
10.000 


swap pancnnan 


} > 
: Ie 
= Is: 
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2 S 
311 313 315 312 
Sérums anttoxiques et Sérum 


antimicrobiens — antitoxique 


nos épreuves avec des cultures tuant tous les témoims aux 
doses de 1/15, 1/20 et méme 1/30 de centimétre cube. 

Nous évitions ainsi d’obtenir des survies avec élimination 
compiéte des muscles lysés de la cuisse, l’appréciation de la 
eravité relative des lésions élant presque impossible lorsqu’il 
s'agit de délabrements locaux aussi graves que ceux provoqués 
par le B. histolytique. 

La technique de neutralisation préalable in vitro était celle 
dont nous avons déja fait mention. 

L’inoculation d’épreuve était pratiquée en pleine masse mus- 
culaire dans la cuisse du cobaye. 


RésuLtats optenus. — En dépit de leur faible pouvoir anti- 
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Joxique, les sérums antihistolytiques se sont montrés doués de 
bonnes propriélés infectieuses. (Tableau XIII). 

Les sums 341, 318, 345°. la fois antiloxiques et anti- 
microbiens) neutralisent parfaitement une dose mortelle du 
B. histolytique jusqu’au 1/200. Jusqu’au 41/500, leur action, 
quoique irréguliére et assez précaire, se manifeste souvent par 
des suivies appréciables pouvant alteindre plusieurs jours. La 
neutralisation au 1/200 doil étre considérée comme atteignant 
un taux tres satisfaisant, puisqu’elle atteint sensiblement le 
taux gui exprime le pouvoir anti-infectieux moyen des sérums 
anti-perfringens, alors que Jes lésions locales du B. perfringens 
sont toujours beaucoup moins séveres que celles dues au 
B. histolyticus. 

Le sérum 312 préparé avec de la toxine filtrée formolée 
(sérum antitoxique) ne jouit pas de Ja méme valeur au point 
de vue anti-infectieux. Au dela du 1/50, on ne peut compter 
sur une neutralisation compléte; a partir du 1/300, la mort 
survient dans des délais comparables & ceux des témoins. 


PovuvoIR AGGLUTINANT. 


Le B. histoiyticus fournit en présence de son sérum homo- 
logue des agglutinations nettes, mais relativement discrétes, 
si on les compare aux agglutinations massives obtenues avec 
le Vibrion septique ou le B. sporogenes. Liagglutination du 
B. histolyticus se rapprocherait plutdt de celle du B. perfrin- 
gens, au point de vue macroscopique. 

Les taux obtenus ont été les suivants : 


Sérums antitoxiques et antimicrobiens. 


Sd abreast . 54 tase Lh ea taehe meee 1/7.000 
cE iets a pe eS ME cirigiete hot 1/7.000 
915): RS... 2.i-f1 SLL Toe oe ene ae 1 [2.000 


912. atid sets ap 5 AOL OR oe 1/500 seulement. 
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[V. — Etude des divers sérums anti-cedematiens. 


POUVOIR ANTITOXIQUE. 


Toxine. — Au cours {des années 1927 et 1928, nous avons 
travaillé avec différentes souches des B. wdematiens. Bien 
qu’ayant été objet de nombreux passages in vivo (inoculation 
intramusculaire au cobaye), la souche utilisée couramment au 
laboratoire en 1926 a perdu une partie de son pouvoir toxique, 
tout en conseryant un pouvoir infectieux élevé. Cette souche 
tuait couramment un cobaye de 300 grammes, en injection 
intramusculaire dans la cuisse, & la dose de 1/41/10 de cen- 
timétre cube d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures; 
nous avons noté au cours des passages sur cobayes des doses 
minima mortelles atteignant 1/20, parfois 1/30, exceptionnelle- 
ment 1/40 de centimétre cube, ce qui représente une tres 
bonne virulence pour les animaux de laboratoire. Par contre, 
la méme souche ensemencée en bouillon ne donnait des toxines 
ne tuant Ja souris qu’au taux de 1/250 & 1/500, alors que son 
pouvoir toxique initial variait de 1/1.000 & 1/1.500. Les pas- 
sages en série, soit par milieux (milieux propices a la produc- 
tion de la toxine au pyruvate de soude, ensemencements 
successifs rapprochés), soit 7m vivo, ne nous ont pas permis 
d’obtenir de pouvoir toxique moyen régulitrement supérieur 
au 1/300 (titrage sur souris). 

Une souche datant de 1919, Oed (Det) réensemencée nous a 
donné d’emblée, avec des cultures plutdt « maigres » et un 
pouvoir infectieux moindre (dose mortelle pour le cobaye : 1/2 
a 1/10 de centimére cube) une excellente toxine. Cette toxine 
tuait réguliérement les souris, par injections sous-culanées a 
la dose de 1/2.000, assez fréquemment au 1/2.500 et irréguliére- 
ment au 1/3.000. Dés les premiers repiquages ce pouvoir 
toxique a baissé et, au moment ov nous utilisions cette souche 
pour essayer le pouvoir antitoxique de nos sérums, elle donnait 
une toxine tuant la souris & des dilutions de 1/1.000 a 1/1.500, 
taux qui caractérise encore, pour le B. ceedematiens, une trés 


bonne toxine. 
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EpReuves DE NEUTRALISATION. — La ltoxine du B. edematiens 
utilisée pour ces épreuves est tilrée soigneusement sur un 
nombre suffisant de souris la veille ou l’avant veille de lessai 
définitif. Ce controle préalable ‘n’empéche pas d’uliliser un 
assez, grand nombre de témoins pour l’expérience elle-méme. 

L’animal utilisé est la souris blanche, de taille moyenne 
(124 15 grammes environ). 

La toxine utilisée est une toxine fraiche provenant dune 
culture de B. cedematiens en bouillon, culture de quatre a cing 
jours, filtrée sur bougie Chamberland Lg afin d’en éliminer 
avec certitude tout élément, microbien ou sporulé. 

La dose d’épreuve correspond & 100 doses minima mortelles 
environ; par exemple, pour une toxtne tuant la souris 
au 1/1.000, elle sera de 1/10 de centimétre cube. 

La neutralisation s’effectue par mélange pendant une heure, 
a l’étuve, soit méme & la température du laboratoire, de la 
toxine et de la dilution du sérum étudié. 

La moyenne de nos sérums thérapeutiques anti-edematiens 
neutralisant au 4/1.000, 100 doses mortelles de toxine, nous 
avons limité d’emblée nos investigations aux dilutions sui- 
vantes pour les divers sérums : 1/500, 1/1.000, 1/2.000, 1/3.000. 
Deux sérums seulement (n°* 120 et 124), donnant des résultats 
inconstants au 1/1.000, parfois méme au 1/500, ont été 
éprouvés au 1/250. 

Le mélange, aprés une heure de contact, est injecté, par voie 
sous-cutanée, aux souris. 


-R&sucTats osTenus. — Ces résultats différent légérement 
d’une expérience a l'autre selon que l’on a utilisé une dose 
d’épreuve se rapprochant trés strictement des 100 doses 
minima mortelles, ou les dépassant plus ou moins notable- 
ment. : 

D’autre part, certaines toxines tuent les souris témoins rapi- 
dement, dans la nuit ou dans les vingt-quatre heures, tandis 
que d’autres échantillons n’entrainent la mort qu’en quarante- 
huit heures 4 trois jours. Dans ce dernier cas, l’inoculation de 
la toxine ayant lieu sous la peau du ventre, les souris pré- 
sentent un odéme volumineux de la paroi abdominale, parfois 
méme de la région sternale jusqu’au cou inclusivement. Avec 
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Jes échantillons de toxine plus rapidement actifs, il arrive que 
Yeadéme ayant moins de temps pour évoluer, soit plus réduit, 
parfois nul. 

On comprendra que les résultats des expériences varient un 
peu selon que l’on a utilisé une loxine & action plus ou moins 
rapide ou brutale. Il y a done intérét comme nous le disions 
plus haut a pratiquer toujours un essai préalable de la toxine 
sur une assez grande échelle et 4 multiplier autant que possible 
les témoins. Le jour méme de l’expérience, il est bon de faire 
une série de témoins avec la dose d’épreuve (100 doses mor- 
telles) et une deuxiéme série avec la dose minima mortelle 
présumée ainsi que quelques souris & des doses légetrement 
supérieures et inférieures. Par exemple : témoins & 1/10 de 
centimétre cube de toxine (100 doses mortelles); témoins 
au 1/1.000 (dose mortelle préalablement établie), témoins au 
1/500 et au 1/1.500. 

En tenant compte des facteurs de variation ci-dessus, les 
résullats de nos diverses expériences sont trés sensiblement 
superposables quant & la valeur relative des divers sérums 
anti-edematiens étudiés. 

Ce sont les sérums 112 et 122 qui paraissent jouir le plus 
réguliérement des propriétés antitoxiques les plus élevées neu- 
tralisant 100 doses mortelles de toxine au 1/1.000 et assez 
réguliérement au 1/2.000. Au 1/3.000 méme, ces deux sérums 
assurent aux souris une légére survie (vingt-quatre heures) 
par rapport aux témoins. 

Les sérums 113 et 121 neutralisent au 1/1.000, quelquefois 
au 1/2.000 (taux auquel se manifeste au moins une survie 
appréciable de deux a plusieurs jours); neutralisation nulle, ou 
survie bréve, irréguliére au 1/3.000. 

Pour les sérums 118 et. 123, la neutralisation au 1/1.000 est 
de régle avec des doses trés proches des 100 doses minima mor- 
{elles et avec les toxines lentes. Leur action est moins constante 
avec des toxines plus brutales et dés que l’on dépasse la dose 
d'epreuve normale choisie de 100 doses minima mortelles. 
Leur action est peu notable au 1/2.000, nulle au 1/3.000. 

Les sérums 120 et 124 n’assurent une protection certaine 
qu’au 1/250 pour le 120, au 1/250 et 1/500 pour le 124. Irré- 
gulitrement, avec des toxines faibles et une dose d’épreuve 
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limite (conditions d’expériences trés favorables) leur action 
antitoxique a pu étre observée jusqu’au 1/1.000. 

L’essai comparatif des divers‘sérums anti-edematiens que 
résume le tableau XVI (expérience du 15 mai 1928) fait 
ressortir des constalations analogues. La toxine ulilisée tuait 
une partie des souris témoins au 1/1.500 en quarante-huit 
heures & trois jours; la dose d’épreuve ayant été de 1/10 de 
cenlimalre cube dépassait sensiblement les 100 doses minima. 
Les conditions de l’expérience étaient donc sévéres et nous les 
avions voulu telles pour alteindre avec certitude au 1/3000 la 
limite & laquelle la mort des souris nous permettrait d’appré- 
cier comparativement l’activité anlitoxique des huit sérums. 

Du poiat de vue spécial qui nous intéresse, il est ulile de 
rappeler que les sérums 112, 1143 et 118 ont été préparés par 
injections de toxine de B. edematiens centrifugée formolée 
(sérums 4 la fois antitoxiques et antimicrobiens) et que les 
sérums 121, 122, 123 ont été préparés les quatre derniers mois 
avant l’expérience par injections d’anacultures, c’est-a-dire que 
leurs propriétés antimicrobiennes devaient étre plus accentuées. 
Les sérums 120 et 124 ont été préparés par des injections de 
toxine filtrée et formolée. Ils seraient done antitoxiques purs. 
Ces sont eux qui jouissent précisément des propriétés anti- 
toxiques les plus réduiles. Quant aux autres, le mode différent 
de préparation des chevaux ne parait pus avoir eu d’action par- 
ticuliére. Le classement de ces sérums d’aprés leur activité 
n’a aucun rapport avec celui effectué selon leurs modes de 
préparation, qui ne différent d’ailleurs que par la quantité plus 
ou moins grande de microbes ajoutés a la toxine : 


Classement par efficacilé décroissante (POU ~wr»A2. mre wr ~~ 
voir antitoxique) ss... oe oo. dey! 442, 122, 143, 124, 118, 193, 124, 120 
Classement par mode de préparation. . . 142, 113, 118, 124, 122, 123, 120, 124 


SS — Nm ea Sr Oe 


Toxine Anaculture. Toxine 
centrifugée filtrée 
formolée. formolée. 


Sans entrer dans le détail des tableaux comparalifs que nous 
avons dressés & cet effet, signalons aussi que l’ensemble des 
titrages mensuels du pouvoir antitoxique de ces sérums ellec- 
tués au cours de l’année 1927, avant tout essai de préparation 
particuliére des chevaux, donnait des résultats trés comparables 
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quant & l’efficacité intrinstque de chacun de ces sérums el 
quant & leur valeur relative. — 

Une constalation se dégage aussi de ]’examen de ces titrages 
successifs, pour les sérums 120 et 124 préparés exclusivement 
par injection de toxines filtrées formolées. Si dans l’ensemble 
ces sérums sont inférieurs aux sérums & la fois antitoxiques 
et antimicrobiens, on remarque aussi l’irrégularité des titrages 
successifs. Le sérum 120, trés inférieur aux titrages de Mars et 
Avril 1927, semblait avoir atleint le 1/1.000 en Mai et Juin, 
puis on le retrouve trés inférieur & la fin de la méme année 
ainsi qu’en 1928 (1/230) Le sérum 124 trés inférieur au début 
de 1927 (4/100 en Avril, 1/50 en Mai, 1/100 en Juin) semble 
passer par un optimum en fin 1927 et début 1928. A nos der- 
niers titrages, il ne neulralisait plus qu’au 1/500. Ces irrégu- 
larités, é6videmment normales dans une certaine limite pour 
tous les sérums d'un titrage 4 l'autre, sont anormalement accu- 
sées pour les sérums antitoxiques @dematiens 120 et 124. 


PouvoirR ANTI-INFECTIEUX. 


SoucuEs uTinisEEs. — Dans les recherches concernant le 
pouvoir anti-infectieux des sérums anti-dematiens, nous avons 
utilisé la souche courante du laboratoire, moins toxigeéne que 
la souche De/., et employée pour apprécier le pouvoir anti- 
loxique, mais avec laquelle nous avions obtenu des échan- 
tillons plus régulierement pathogénes pour le cobaye au cours 
de passages successifs effectués chez cet animal, en 1927. 

Par contre, nous n’avons pas recherché les plus virulents 
parmi ces échantillons, mais ceux donnant & des doses 
moyennes (1/2, 1/4, 1/10 de centimétre) cube les lésions les 
plus constantes chez le cobaye par injection intramusculaire 
dans la cuisse. 

Avant de commencer nos expériences, nous avons essayé 
comparalivement la souche De/.; en dépit de son pouvoir 
toxigéne trés net, elle ne nous a pas donné de résultats supé- 
rieurs au point de vue pathogéne chez le cobaye. 


Kerruves pe NguTRALISATION. — Elles ont été pratiquées selon 
la technique générale que nous avons indiquée. 
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Lianimal utilisé est le cobaye. 

Une culture de vingt-quatre heures en bouillon est patho- 
géne aux doses de 1/4 & 1/10 de centimetre cube, entrainant 
la mort de l’animal parfois dans la nuit, généralement en 
vingt-quatre heures ou trente-six heures. La dose de 1/20 de 
centimélre cube s’est montrée mortelle dans quelques-uns de 
nos essais. Nous avons plutét cherché des cultures donnant des 
lésions comparables et plus constante au 1/2 ou au 1/4 de 
centimélre cube. 

La toxine du B. @dematiens se développant dans les milicux 
liquides jusqu’au quatriéme ou cinquitme jour aprés |’ense- 
mencement, nous nous étions demandé si, l’action toxique 
aidant, l’action pathogéne des cultures ne serait pas, soit plus 
forte, soit plus constante, en utilisant des cultures de trois, 
quatre ou cing jours. Une série d’essais effectués dans ce sens 
nous ont montré, au contraire, que, si la toxine est plus active 
dans ces cultures, leur action pathogéne est beaucoup plus 
irréguliére chez le cobaye. Ce résultat s’explique a priort par 
la sporulation rapide du B. e@dematiens dans des cultures en 
milieu liquide. Le facteur corps microbien et la vitalité des 
éléments microbicns jouent dans la marche de l’infection un 
role prépondérant, et, pour obtenir des résultats plus constants, 
il y a intérét a utiliser des cultures jeunes (dix-huit & vingt 
heures) riches en éléments microbiens jeunes, la toxine déve- 
loppée étant suffisante pour appuyer leur action pathogéne 
dans l’organisme. Nos titrages ont donc élé faits avec des 
cullures en bouillon de dix-huit & vingt heures, avec des doses 
mortelles variant de 1/24 1/4 de centimétre cube (plus rare- 
ment 1/10). 

La neutralisation s’effectue par contact entre la culture (dose 
d’épreuve) et les différentes dilutions du sérum Aa étudier, 
contact d’une heure a l’étuve ou a la température du labora- 
toire. On éprouve le mélange par injection intramusculaire 
dans la cuisse. 


ACTION ANTI-INFECTIEUSE DES SERUMS ANTI-GEDEMATIENS. — 
L’action anti-infectieuse des sérums anti-@dematiens est trés 
nelte, méme avec des dilutions lrés étendnes de ces sérums 
(1/20.000, 1/30.000). Beaucoup plus encore qu’avec les autres 


516 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


anaérobies des gangrénes gazeuses, on note avec le B. edema- 
tiens une différence considérable d’action, selon que la dose 
d’épreuve utilisée dans les experiences se maintient aussi exac- 
tement que possible au voisinage de la dose minima mortelle 
de culture, ou qu’elle s’écarte au contraire assez sensiblement. 
Cette particularilé nous a entrainé & des expériences prélimi- 
naires nombreuses; pour fixer les idées, aussi bien que pour la 
documentalion de ceux qui désireraient renouveler ou com- 
pléter ces recherches, nous donnons 8 titre d’exemple deux 
tableaux : l'un d’expériences effectuées avee une dose d’épreuve 
voisine de la dose minima mortelle (titrage du 9 juin 1928) et 
l'autre de titrages ot cette dose est au contraire assez nelte- 
ment supérieure (titrage du 15 juin 1928) [Voir tableaux X VII 
et XVUI. 

L’examen comparatif de ces tableaux montre que la neulra- 
lisation de 1/2 cent. cube de culture par des doses de sérum 
encore trés faibles (41/20.000 de centimétre cube) évite la mort 
des cobayes inoculés. Du 1/14.000 au 1/3.000, la neutralisation 
est compléte, ou presque: les cobayes guérissent sans lésion ou 
avec de petites indurations de la cuisse au point d’injection. Au 
1/4.000 et au 1/5.000, la neutralisation n’est plus que par- 
tielle : aux premiéres heures, l’extension de l’cedéme 4 la région 
inguinale, aux parties génilales, parfois méme & une partie de 
la région abdominale prouve que Ja culture a conservé partiel- 
Jement sa virulence. La guérison est plus lente; la cuisse ino- 
culée reste plus ou moins indurée, sans que I’état général du 
malade soit réellement atteint. Du 1/6.000 au 1/20.000 les 
lésions sont trés accusées; au moins l'animal a-t-il la vie sauve, 
mais les cedémes sont trés étendus ; les lésions locales, au point 
d’injection, laissent de grosses indurations et surtout l'état 
général du cobaye, tres mauvais au cours de l'évolution qui 
dure de quatre 4 cing jours & plus dune semaine, laisse le 
sujet localement guéri mais trés amaigri, et dans un état de 
santé précaire. 

Avec une dose d’épreuve plus forle : 1/2 cent. cube (mais 
correspondant & 5 doses minima mortelles) la neutralisation 
reste satisfaisante jusqu’au 1/2.000 et méme 1/3.000 pour cer- 
tains sérums. Par contre, dés que l’on dépasse ces dilutions, 
si le cobaye ne meurt pas, il manifeste de graves Iésions et son 
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état général, méme aprés guérison, reste médiocre. Quelques 
sérums dans ces é6preuves sévéres assurent la survie définitive 
des animaux inoculés jusqu’au 1/15.000 et 1/20.000; dans 
le cas le plus général, Ja mort des sujets s’observe dés que la 
dilution de sérum dépasse le 4/5.000. 

Nous avons remarqué, ainsi que le fait ressortir l’expérience 
pratiquée avec le sérum 113 (15 juin 1928), que l’évolution 
des lésions entrainant la mort différe souvent selon la dose 
neutralisante du sérum employé. C’est ainsi qu’au 1/4.000 et 
au 1/5.000, les lésions locales, dans la cuisse injectée, restent 
relativement discrétes; par contre, un cedéme important, en 
plaque épaisse, envahit progressivement la région inguinale, 
les parties génitales, l’abdomen, remontant jusqu’au sternum 
et au cou, tandis que l’animal fond 4 vue d’eil. Toul se passe 
comme si l’inoculation infectante étail graduellement neutra- 
lisée avec tendance a la guérison des lésions locales, la mort 
survenant par résorplion des produits toxiques élaborés au 
niveau de l’cedéme sterno-abdominal. Aux taux plus élevés 
(1/20.000, 1/30.000, 1/50.000) les lésions de la cuisse sont au 
contraire d’emblée trés graves et semblent réaliser 4 elles 
seules lintoxication du sujet, tandis que l’wdéme des parties 
yoisines est beaucoup moins considérable que dans le cas pré- 
cédent. Nous signalons ces constatalions sans en faire pour- 
lant une régle générale, car nous avons observé aussi des 
exceptions. 


R&sULTATS OBTENUS AVEC LES DIVERS SERUMS ANTI-G@DEMATIENS. — 
Tous les sérums réalisent une protection, compléte ou incom- 
plete, a des taux élevés, lorsque la dose d’épreuve est trés voi- 
sine de la dose minima mortelle de culture. Sauf avec le 
sérum 120, qui s’est montré constamment inférieur aux autres, 
les résultats sont trés analogues a ceux de l’expérience du 
sérum 4118 (9 juin 1928) {Voir tableau XIX]. 

La neutralisation complete, chez le cobaye, de doses mor- 
telles de culture (pouvoir anti-infectieux) ne dépassant pas sen- 
siblement le double de la dose minima mortelle s’obtient assez 
régulitrement jusqu’a la dilution 1/2.000 des sérums. 

Il faut noter que ces résultats sont superposables & ceux 
obtenus dans la neutralisation de 100 doses minima mortelles 
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de toxine (pouvoir antitoxique) chez la souris par les mémes 
sérums au 1/2.000. 

Puisque nous cherchions surtout a déterminer la valeur 
comparée des sérums préparés par des procédés différents, il 
étail surtout intéressant d’atteindre certainement la limite 
d’efficacité de tous ces sérums, c’est-a-dire de réaliser une 
épreuve particuligrement sévére. La dose de 4/2 cent. cube de 
culture employée le 22 juin (tableau XIX) dépasse de beaucoup 
la dose minima mortelle puisque cette culture tuait les témoins 
en vingt a vingt-quatre heures au 1/10. En dépit des condi- 
tions trés détavorables de cet essai, tous les sérums se sont 
montrés actifs au 1/1.000, 4 ’exception du n° 120. 

La guérison fut complete avec les sérums 172, 113, 122; les 
cobayes guérirent avec des lésions locales accusées avec les 
sérums 123 et 124. La neutralisation obtenve avee les sérums 
118 et 121 paraissait satisfaisante au cours des premiéres vingt- 
quatre heures, puis linfection reprit son cours. Le sérum 120 
reste nettement inférieur. 

Au point de vue de leur pouvoir anti-infectieux, les sérums 
les plus actifs se trouvent donc aussi bien dans le groupe de 
ceux préparés par des injections de toxine centrifugée formolée 
que par des injections d’anaculture. Viennent en deuxiéme 
ligne, ou au dernier rang, les deux sérums préparés par injec- 
tions de toxine filtrée. 


PovVoIR AGGLUTINANT. 


L’auto-agglutination des cultures du B. edematiens en 
milieux liquides est une des caractéristiques de cet anaérobie. 
Il est donc impossible d’étudier l’'agglutination de ce germe en 
recourant aux procédés ordinaires. : 

Nous avons tenté d’obtenir des cultures homogénes de 
B. edematiens en le cultivant en bouillon phosphaté d’apres la 
technique indiquée par Docuez, Avery et Lancrrieto & propos 
de la biologie du streptocoque (Journ. exp. med., 1° septembre 
1919). Nous avons effectué des passages successifs du microbe 
en bouillon phosphaté pendant un mois environ : passages 
journaliers, ou avec réensemencements plus espacés. Ces essais 
n'ont donné que des résultats médiocres ou trés inconstants. 
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Si quelques cultures ont conservé assez longtemps leur appa- 
rence homogéne en bouillon, elles finissaient toujours par se 
rassembler au fond du tube en un dépot plus ou moins gru- 
meleux traduisant laméme tendance al’auto-agglulination. Les 
eorps microbiens de ces cultures, & Yaraneeate tem poraire, 
recueillis par centrifugation, a différents iges de laculture, puis 


Tastgau XX. — Pouvoir antitoxique et pouvoir anti-infectieux 
moyens des divers sérums anti-edématiens (1). 


Dilution 
des sérums 
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Pouvoir antitoxique (hachures verticales, trait plein). 
Pouvoir anti-infectieux (hachures diagonales, trait double). 
Neulralisation compléle, guérison sans lésions appréciables (hachures serrées) ; 
incompléte, guérison avec lésions locales. Quelques insuccés (hachures 
moyennes); doufeuse, guérison aléatoire. Survies de durée variable 
(hachures larges). 


émulsionnés en eau physiologique ont toujours subi lauto- 
agglutination. 

Nous avons fait d’autres essais en émulsionnant les corps micro- 
biens non pas dans de I’eau physiologique au taux ordinaire de 
8a 9p. 100, mais & un taux trés faible de chlorure de sodium 
(1 p. 4.000). Les résultats ubtenus n’on! pas été plus satisfaisants. 

Ces quelques recherches négatives n’excluent pas néanmoins 


(1) Doses d’épreuve : Toxine, cent fois la dose minima mortelle; culture, 
deux doses mortelles environ. 
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toute idée de pouvoir, soit en modifiant légérement ces procédés, 
soit par d’autres techniques, obtenir des émulsions homogénes 
assez slables pour permettre des épreuves d’agglutination avec 
le B. eedematiens que nous n’avons pu, pour le moment, encore 
réaliser. 


CHAPITRE III 


INDICATIONS D’ORDRE GENERAL ET RESUME 


L’étude méthodique et suivie de tous les chevaux préparés 
au laboratoire en vue de la production des sérums thérapeu- 
tiques antigangréneux nous a permis d’accumuler peu & peu 
sur la question une abondante documentation. Cette documen- 
tation se groupe en 3 périodes principales : 

1° Titrages des sérums avant l'utilisation des toxines formo - 
lées pour leur préparation ; 

2° Titrages des mémes sérums apres l'utilisation des anti- 
genes formolés; 

3° Tilrages des 38 sérums préparés avec diverses modifica- 
tions des techniques d’immunisation (expériences de Novembre 
1927 a Mars 1928) en vue d’améliorer leurs propriétés théra- 
peutiques. C’est cette derniére partie qui fait l’objet principal 
du présent travail. Néanmoins, un coup d’eil d’ensemble 
rélrospectif sur tous ces documents permet de dégager quel- 
ques constatations d’ordre général que nous essayerons de pré- 
ciser dans les paragraphes suivants. 


1. — Pouvoir antitoxique et anti-infectieux 
des sérums antitoxiques, antimicrobiens, ou a la fois antitoxiques 
et antimicrobiens (1). Pouvoir agglutinant. 


A. — Pouvoir ANTITOXIQUE. 


B. perfringens. — Au point de vue antitoxique, les sérums 
anti-perfringens manifestent leur activité par une double 
action : antihémolytique et antineurotoxique. 


(4) Rappelons qu’en dépit des restrictions que nous apporterons plus loin 
a ces dénominations, nous appelons, pour simplifier cet exposé : sérums 
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Le taux de neutralisation de lhémolysine perfringens est 
sensiblement inférieur & celui de neutralisation de la neuro- 
toxine, 

Le mode de préparation des sérums n‘influe pas trés sensi- 
blement sur leur activité anlineurotoxique ; par contre, on note 
une différence trés nette en ce qui concerne leur pouvoir anti- 
hémolytique. A ce point de vue, le sérum antimicrobien pur 
n° 239 est moins actif que le sérum antiloxique n° 233, lui- 
méme inférieur aux sérums mixtes (n° 219), 

La meilleure activité anlitoxique revient donc aux sérums 
anti-perfringens préparés par injections d’antigénes mixtes 
(toxine centrifugée, anacultures); les sérums antitoxiques 
viennent en deuxiéme ligne. Quant aux sérums antimicro- 
biens, ils paraissent nettement inférieurs aux précédents. 

Vibrion septique. — Le sérum antiloxique n° 336 jouit de 
propriétés neutralisantes vis-a-vis de la toxine du Vibrion sep- 
tique sensiblement équivalentes a celles des sérums antimi- 
crobiens et antitoxiques tout 4 la fois. Seul, le sérum antimi- 
crobien n° 337 jouit de propriétés antitoxiques nettement 
inférieures aux autres sérums. © 

B. histolytique. — Pour les sérums anti-histolyliques, le 
sérum antitoxique n° 312 montre une infériorité trés nette au 
point de vue de ses propriétés purement antiloxiques vis-a-vis 
des trois autres sérums & la fois antitoxiques et antimicrobiens. 

B. edematiens. — Les deux sérums n®* 120 et 124 (anti- 
tuxiques) sont nettement inférieurs au point de vue de leur 
pouvoir antitoxique a tous les autres sérums de la série (anli- 
toxiques et antimicrobiens, & la fois). 


Conciesion. — Le pouvoir neutralisant des sérums préparés 
par injection aux chevaux de toxines filtrées, 4 ]’exclusion de 
corps microbiens, vis-a-vis de la toxine correspondante (pou- 


antitoxiques ceux préparés par des injections au cheval de toxines fillrées, 
c’est-a-dire débarrassées de toutes traces de corps microbiens; 

Sérums antimicrobiens, ceux préparés avec des corps microbiens seuls, & 
lexclusion de toute toxine ajoutée; Bi 

Nous considérons comme a la fois antitoxiques et antimicrobiens les sérums 
dans la préparation desquels entrent, en proportions diverses, des corps 
microbiens et des toxines (sérums mixtes). a. . 

Nous verrons dailleurs combien cette dénomination reste vonventionnelle. 
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voir antitoxique) se montre le plus généralement inférieur 
(sérum anti-per/ringens, sérums auti-histolytique, anti-edema- 
tiens) au pouvoir antitoxique des sérums mixtes préparés avec 
des antigénes renfermant, en proportions relatives variables, 
a la fois toxine et microbes; tout au plus y a-t-il équivalence 
(sérum anti-Vibrion septique), mais nous n’avons jamais ren- 
contré de sérum antitoxique jouissant de propriétés purement 
antitoxiques supérieures 4 celles des sérums mixles de la méme 
série. 


B. — Pouvorr ANTI-INFECTIEUX. 


B. perfringens. — Le pouvoir anti-infectieux du sérum anti- 
loxique (n° 233) est sensiblement équivalent & la moyenne des 
pouvoirs anti-infectieux des sérums mixtes. 

Le sérum antimicrobien (n° 239) manifeste un pouvoir anti- 
infectieux neltement inférieur. 

Vibrion septique. — Méme constatation : Je sérum exclusi- 
vement antimicrobien n° 337 reste inférieur, comme pouvoir 
anti-infectieux, aux sérums mixtes et méme au sérum anti- 
toxique pur. 

(Pour le B. histolytique etle B. edematiens, les disponibilités 
en chevaux neufs ne nous ont.pas permis de procéder & une 
immunisation exclusivement antimicrobienne. | 


Concitusion. — Le pouvoir anti-infectieux le meilleur revient 
aux sérums & la fois antitoxiques et antimicrobiens. Les sérums 
purement anlitoxiques jouissent d’un pouvoir anti-infectieux 
sensiblement équivalent. Seuls les sérums antimicrobiens purs 
de la méme série (préparation par injections de microbes for- 
molés) jouissent de propriétés anti-infectieuses inférieures aux 
autres sérums. 


C. — Pouvorr AGGLuriINAnt. 
PouvoIR AGGLUTINANT ET POUVOIR ANTI-INFECTIEUX. 
POUVOIR AGGLUTINANT DES SERUMS ANTITOXIQUES. 


B. perfringens. — Les courbes représentant le pouvoir anti- 
infectieux et le pouvoir agglutinant des sérums mixtes sont 
sinon paralléles, du moins trés comparables (tableau VI). {1 
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existe pourtant des exceptions : par exemple, le sérum mixte 
n° 219 doué d’un pouvoir agglutinant particuligrement fort 
(1/30.000) est médiocrement anti-infectieux ; inversement, le 
sérum n° 236, tres faiblement agglutinant, est doué d'un 
pouvoir anti-infectieux tras satisfaisant. 

Le sérum antitoxique (n° 233), nettement anti-infectieux, 
jouit d’un bon pouvoir agglutinant (1 /2.000). 

Le sérum antimicrobien (n° 239), agglutinant au 1/4.000, 
na qu'un pouvoir anti-infectieux médiocre. 

Vibrion septique. — La courbe représentant le pouvoir agglu- 
tinant des sérums n’a aucun rapport avec celle exprimant leur 
pouvoir anti-infectieux. Il est A noter pourtant que tous les 
sérums anti-Vibrion septique jouissant, dans l'ensemble, d’un 
bon pouvoir anti-infectieux sont tous tres agglutinants; par 
contre, on constale que cerlains sérums trés agglutinants (au 
dela de 1/100.000), comme le sérum n° 339, ne sont nullement 
plus anti-infectieux que d'autres (n° 327, 332) quin’agglutinent 
qu'au 1/7.000. 

Le sérum antimicrobien n° 337 est trés agglutinant 
(1/100.000); son pouvoir anti-infectieux est tout a fait infé- 
rieur. 

Le sérum purement antitoxique (n° 336) agglutine au 1/7.000 
la souche homologue. 

B. histolytique. — Constatalions analogues : le sérum 
n° 315. n'agglutinant qu’au 1/2.000, a les mémes propriétés 
anti-infectieuses que d’autres sérums (n® 344-313) agglutinant 
au 1/7.000. Le sérum purement antitoxique, n° 312, est agglu- 
tinant au 1/500. 


B. edematiens. — Pas d’agglutinations de lecture pralique 
facile. 
Conctusion. — Les sérums 4 la fois anliloxiques et anti- 


microbiens, doués de pouvoir anti-infectieux généralement 
satisfaisant, sont tous nettement agglutinants. Dans !’ensemble, 
ces deux propriétés vont de pair; mais celte regle offre beau- 
coup d’exceptions, et il est impossible de préjuger du pouvoir 
anti-infectieux d'un sérum uniquement d’aprés son pouvoir 
agglulinant, si élevé que soit ce dernier. 

Les sérums exclusivement antimicrobiens sont doués presque 
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tous d'un pouvoir agelutinant élevé; par contre, leur pouvoir 
anti-infectieux est toujours médiocre. 

Les sérums antitoxiques purs sont doués d’un pouvoir agglu- 
tinant trés net, parfois méme trés élevé (1). 


D. — S&RUMS ANTITOXIQUES ET SERUMS ANTIMICROBIENS. 
RELATIVITE DE CES DENOMINATIONS. 


L’ensemble des constations précédentes montre combien est 
loin d’étre absolue la distinction que l’on peut faire entre les 
sérums antitoxiques et les sérums antimicrobiens. Nous avons 
vu, qu’en fait, les sérums préparés exclusivement avec des 
loxines filtrées jouissent de propriétés agglutinantes parfois 
élevées. Inversement, nous avons cilé l’exemple de sérums 
préparés exclusivement avec des corps microbiens et possédant 
indiscutablement des propriétés antitoxiques. Ce fait résulte 
de ce que les corps microbiens renferment toujours une petite 
quantité de loxine et que les toxines fillrées, elles, contiennent 
une quantilé plus ou moins grande de produits de désintégra- 
tion microbienne dont l’absorption par l’organisme provoque 
Ja production d’agglutinines (2). 

La dénomination de sérums antitoxiques purs, antimicro- 
hiens ou mixtes (& la fois antitoxiques et anlimicrobiens) cor- 
respond donc beaucoup plus au mode de préparation de ces 
sérums.qu’da leurs propriétés effectives. Celles-ci (antiloxiques 
ou antimicrobiennes) se trouvent alliées dans tous les sérums 
avec une prépondérance variable de l'un a l'autre selon le 
mode de préparation et, en partie aussi, selon les aptitudes 
diverses 4 réagir de l’animal immunisé. C’est avec celte réserve 
qu’on peut employer ces dénominations, d’ailleurs commodes 
pour éviter dans la rédaction, comme nous l’indiquions au 
début de ce chapitre, de longues périphrases destinées & pré- 
ciser le mode d immunisalion utilisé pour préparer ces sérums. 

(1) L’ensemble de ces conclusions est 4 rapprocher du fait que nous signa- 
lions au début de ce travail : lorsque l’on met en contact, in vitro, une dose 
connue de culture et un sérum a des dilutions diverses pour éprouver son 
pouvoir anti-infecticux, on ne peut préjuger de sa valeur d’aprés la simple 


modification d’aspect du milieu (homogénéité persistante, trouble nuageux, 


agglutination plus ou moins massive) que l’on observe pendant la durée 
de ce contact. 


(2) M. Werneere et J. Banorte. C. R. Soc. de Biologie, 97,1927, p. 152%. 


PREPARATION DES SKRUMS ANTIGANGRENEUX MONOVALENTS — $27 


vad 


E. — Stroms pRePARES PAR INJECTIONS DE MICROBES FORMOLES. 
VARIABILITH DU TAUX DES ANTICORPS. 


Les propriétés, soit antitoxiques, scit anlimicrobiennes des 
sérums préparés exclusivement par des injections de corps 
microbiens formolés se sont toujours montrées assez instables, 
c’est-a-dire trés irréguliéres, d’un titrage & l'autre. Il semble 
que la production des anticorps chez les chevaux immunisés 
seulement par-des corps microbiens formolés ne se manifeste 
avec quelque intensilé que lorsqwils ont recu une quantilé 
globale déja élevée de microbes, et lorsque chacune des injec- 
tions immunisanles comporte déja une assez forte quantité de 
ces microbes Cela revient & dire que la quantité des anticorps 
décelables au début de la préparation des sujets reste minime, 
ou n’augmente que trés lentement, au début de l’immunisation. 
Pourtant, lorsque cette immunisation est poussée déja & un 
point assez avancé, et en « chargeant » l’animal avec des doses 
aussi élevées que le permettent ses réactions et les plus rappre- 
chées possible (injections hebdomadaires), on peut obtenir pen- 
dant plusieurs saignées successives de bons titrages. Par contre, 
toute interruption de titrage (accidentelle ou résullant dun 
repos périodique accordé au producteur de sérum), ou simple- 
ment l’espacement des injections, provoquent une chute consi- 
dérable des anticorps se manifestant par des titrages médiocres. 
Une nouvelle période de préparation intensive est, dans ce cas. 
indispensable pour ramener le cheval & son degré primitif 
d'immunisation; encore, ce résultat n’est-il obtenu que de 
facon inconstante et les résultats des nouveaux titrages reslent 
souvent légerement inférieurs a ceux obtenus d’emblée avec 
lanimal neuf. 

Cette constalation est &rapprocher d'un fait que nous avons 
signalé antérieurement; nous n’avons pu obtenir, avec le 
cheval n° 329 dont nous avions modifié immunisation en 
cours depuis de longs mois avec de la toxine formolée, d’amé- 
lioration trés appréciable du pouvoir antitoxique de son sérum, 
malgré une série assez sévére d’injections & hautes doses de 
toxine filtrée facile et non alténuée. Dans ce cas, comme dans 
le fait que nous signalions & propos de sérums préparés par des 

35 
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microbes formolés, il semble que l’aptitude & réagir paraisse 
atténuée par une longue immunisation anlérieure, par rapport 
aux résultats que l'on oblient d’emblée avec le méme procédé, 


‘\ 


chez un animal neuf. 


II. — Comparaison. entre la moyenne des titrages 
effectués. avant l'utilisation 
des. antigénes formolés et les titrages actuels. 


L’utilisation Wantigénes formolés dans immunisation des 
chevaux destinés a la production des sérums antigangreneux 
nous a apporté le bénéfice: de toutes les facilités, qui. accom- 
pagnent l'emploi des: loxines formolées : 

Immunisation: plus- intensive’ permise par les réactions 
minimes des chevaux injectés; rapprochement des injections ; 
progression plus rapide vers les doses élevées d’antigéne, 

Meilleur état général des chevaux, dot réduction des acci- 
dents: d’immunisation, des pertes, et augmentation du. rende- 
ment em sérums. 

A Vemploi toujours délicat des toxines de nos anaérobies qui 
nécessitaient. surtout, au début del immunisation, une filtra- 
tion parfaite sous peine d’accidenls gangréneux toujours. trés 
graves, souvent mortels pour les animaux, a succédé lutilisa- 
tion de toxines simplement. centrifugées avant traitement par 
le formol. Tous les: éléments microbiens, ou sporulés, élant 
détruits:a des taux de formo] variant de 3 a 4 ou 5p. 4000 sui- 
vant les germes et l'abondance des; cultures, il était, possible 
dinjecter ces toxines méme par voie sous-cutanée avec d’assez 
fortes proportions de corps microbiens restants. Nous: avons 
méme été amenés a utiliser, sous réserve de certaines précau- 
tions, des anacultures, puis & lenter immunisation par des 
corps microbiens. formolés seuls, & des doses. parfois. considé- 
rables. 

On: saisit donc les grands avantages que nous avons pu 
retirer de lutilisatiom des antigénes formolés. 


~~? 
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Dounnution DU POUVOIR ANTITOXIQUE 
AU PROFIT DU POUVOTR ANTI-INFECTIEUX: 


Par contre, la comparaison des litrages effectués sur len- 
semble des sérums avant et apres lintroduction de ces anti- 
génes formolés dans la pratique fait ressortir une: assez forte 
diminution, dw pouvoir. antitoxique: moyen du sérum, anti- 
Vibrion septique et du sérum anti-histolytique; en compensa- 
liom, il est: juste d’ajonter que leur pouvoir anti-infectieux 
parait plutot augmenté. 

Donec : diminution assez sensible du pouvoir antitoxique 
compensée par une augmentation inverse appréciable du pou- 
voir anti-infectieux pour deux de nos sérums, tel est, pour la 
moyenne des sérums antigangreneux monovalents, le bilan de 
lintroduction. dans notre. pratique courante des antigénes 
formolés. Ce résultat ne nous avait pas échappé, dés 1926; 
mais nous ne nous en élions pas particuliérement inquiété, les 
taux, antitoxiques primitivement obtenus. par l’emploi des 
toxines non atténuées étant réellement au-dessus de la moyenne. 
D’autre part, il nous semblait utile d’augmenter le pouvoir 
anli-infeetieux des sérums, fit-ce méme aux dépens de leurs 
propriétés antitoxiques, les complicalions, gangreneuses des 
traumatismes relevant d’abord de la pullulation microbienne 
des anaérobies avant que leur action toxique n’entre en jeu 
dans l’organisme. 

Néanmoins, de telles différences se sont révélées entre nos 
anciens titrages antitoxiques et les titrages actuels, en parlicu- 
lier pour les toxines histolytique et Vibrion septique (quoique & 
um degré moindre) que nous avons jugé utile de préparer 
quelques chevaux d’aprés les anciennes méthodes (toxine 
filtrée pure, puis toxine centrifugée), alin de renforcer par leur 
mélange le taux anti-toxique moyen des sérums) anti-histo- 
lytique et anli-Vibrion septique. 

On ne manquera pas de s’étonner de la constatalion précé- 
dente. L’action du formol sur les toxines diphtérique et téta- 
nigue sexerce exclusivement aux dépens de leurs fonctions 
toxiques et laisse intactes leurs propriétés antigénes. Les 
titres antitoxiques extrémement élevés des. sérums antidiphté- 
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riques et antitétaniques obtenus par l’emploi des anatoxines et 
titrés par le procédé de la floculation initiale de Ramon ne lais- 
sent aucun doute a ce sujet..De nombreux auteurs ont utilisé 
depuis le formol pour atténuer les antigénes, toxiques ou 
infectieux, les plus divers et en ont obtenu les mémes excel- 
lents résultats, avec une conservation presque intégrale du 
pouvoir antigéne. Il est done curieux que certaines toxines 
des anaérobies, en premier lieu la toxine du B. histolytique, 
puis 8 un degré moindre celle du Vibrion septique, paraissent 
& ce point altérables par le formol dans leurs fonctions anti- 
genes. 


INTERPRETATION DE CE FAIT. 


Deux explications de ce fait se présentent a priort : lune 
résultant de la complexité méme des toxines incriminées , 
l'autre dela présence de formes sporulées dans les cultures, ce 
qui entraine lutilisation de doses élevées de formol. 


1° Comp.exité pes Toxines vU B. uistetytigue ET DU VIBRION 
seeTigueE. — Un de ces germes (B. histolytique) est doué d’une 
action protéolytique trés accentuée, vis-a-vis de tous ses 
milieux de culture. La toxine obtenue, soit par centrifugation, 
soit par filtration, est donc constituée par un complexe : d'une 
part, la toxine (sécrétion microbienne) proprement dite, d’autre 
part les produits de désintégration des matiéres protéiques du 
milien de culture qui jouent un réle indubitable dans les 
accidents provoqués par la toxine totale chez les animaux de 
laboratoire. 

[1 ne parait donc pas impossible que, si le formol laisse aux 
sécrétions microbiennes toute leur valeur antigéne, il agisse, 
par contre, en modifiant profondément les produits de désinté- 
gration du milieu de culture lui-méme, en formant un nouveau 
complexe trés différent du premier. JI ne s’agit évidemment 
que d’une interprétation; pourtant, si hypothétique qu’elle 
paraisse, deux constatations semblent l’étayer. 

a) Le fait que la toxine du B. histolytique, de beaucoup le 
plus protéolytique des deux germes, est beaucoup plus atta- 
quée par le formol que celle du Vibrion seplique; c'est, par 
suite, le sérum anti-histolytique dont les propriétés anti- 
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toxiques ont le plus souffert de l'emploi des antigénes formolés; 
6) Liabsence presque complete de graduation dans les effets 
de la toxine de ces deux anaérobies au-dessous de la dose 
minima mortelle. L’action de celte dose minima mortelle, 
introduite dans la veine, est brutale et en beaucoup de points 
comparable a des accidents de choc. Une dose & peine inférieure 
a cette dose minima mortelle semble laisser |’animal inditfé- 
rent, au moins dans les instants qui suivent l’injection, mais il 
est fréquent que des symptémes toxiques & échéance plus loin- 
taine se manifestent dans les jours suivants (amaigrissement, 
parésies, dyspnées) compromettant gravement |’élat du sujet, 
sinon mortelles. Bien que nous n’ayons pu vérifier encore 
cette dualité probable des éléments constitutils de la toxine 
il semble logique d’admettre l’action importante dans les 
accidents toxiques des produits de désintégration protéique 
qui, eux, seraient précipitables ou altérables par le formol. 


2° PRESENCE DE FORMES SPORULEES DANS LES CULTURES. — Les 
formes sporulées apparaissent trés rapidement dans toutes les 
cullures des anaérobies de la gangréne gazeuse et leur résis- 
tance particuliére a tous les agents de destruction oblige a 
employer le formol & des taux parfois élevés. Ce laux varie, 
selon le germe, | ‘abondance et l’dge de laculture de3a5p. 1.000. 
Pour les cultures jeunes et pas trop abondanles, on peut se 
contenter d’un formolage a 2,5 p. 1.000; encore les résultats de 
lopération doivent-ils, dans ce cas, étre contrdlés soigneuse- 
ment, tant par l’ensemencement en milieux nutritifs que par 
des inoculations d’épreuve aux animaux. Cette proportion de 
formol, indispeasable pour assurer la stérilisation des toxines 
centrifugées ou des cultures tolales, est vraisemblablement trop 
forte lorsqu’il s’agit de toxines aussi peu constantes et faibles 
comme celles du B. histolytique ou du Vibrion seplique, que 
Yon ne saurait comparer, comme fonction toxique, ni a la 
toxine diphtérique, ni a la toxine tétanique (1). 


(1) Cette hypothése parait d’autant plus vraisemblable que la toxine du 
B. edematiens, dont la fonction toxique est beaucoup plus accusée et plus 
constante, résiste infinimenl mieux 4 l’action du formol; le taux antitoxique 
des sérums anti-edematiens n'a effectivement pas ou peu varié depuis lutili- 
sation des toxines formolées. 
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Les divers essais que nous avons effectués (réduction du 
taux de formol, maintien plus.ou moins prolongéal’étuve) pour 
atténuer la quasi-incompatibilité existant entre la conservation 
du pouvoir antigene de ces toxines faibles et complexes ‘et le 
taux nécessaire de formol pour ‘détruire les spores ‘de tels 
eermes, ne nous ont pas donné de résultats appréciables. C’est 
pourquoi il nous parait plus logique de continuer la prépara- 
tion des sérums fortement anti-Vibrion septique et anti-histo- 
lytique d’abord par l'emploi d’antigenes formolés, puis par la 
toxine centrifugée de la culture vivante. 


Ill. — Comparaison des résultats obtenus 
par les divers procédés dimmunisation essayés, 
avec les antigénes formolés. ' 


Nous avons exposé précédemment avec quelques détails les 
résultats des titrages des 38 sérums obtenus en soumettant les 
chevaux a divers procédés d’immunisation ayant pour but, tout 
en conservant les antigénes formolés, d’obtenir de meilleurs 
sérums en renforcant la réaction organique locale ou générale 
des animaux en préparation. 

Ces diverses techniques, modifiées légérement par addition a 
la toxine centrifugée formolée utilisée ordinairement soit de 
substances aspécifiques (tapioca, sang), soit de proléines spé- 
cifiques (corps microbiens formolés, anacultures) ont été appli- 
quées a toutes les immunisations mensuelles effectuées de 
Novembre 1927 au mois de'Mars 1928. 

La comparaison des titrages, dont nous avons donné anté- 
rieurement le détail avec la moyenne des titrages que nous 
avions faits au début de Vannée 1927 (jusqu’en Novembre 
exclusivement) nous permet d’apprécier aujourd’hui les avan- 
tages obtenus par ces diverses modifications de technique. 

Nous n’entrerons pas dans le détail des observations que nous 
avons relevées, car de l'ensemble de nos constatations ne se 
dégage aucun résultat trés nettement posilif, 

1° Les ‘titrages effectués aprés Mars 1928 ne sont pas trés 
sensiblement supérieurs, en valeur, & ceux effectués sur les 
mémes chevaux, antérieurement au mois de Novembre 1927. 
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2° Les différences constatées en faveur des sérums obtenus 
par les techniques modifiées que nous indiquions ci-dessus:sont 
Wun ordre tel que leurs oscillations ne dépassent pas en inten- 
sité celles que J’on peut observer, avec une méme technique, 
Wun cheval & l'autre, et résultant simplement de aptitude 
individuelle de l’animal & produire plus ou moins facilement 
des anticorps. 

3° Dans ces conditions, il suffit de déterminer si les quelques 
améliorations légéres obtenues justifient des modifications de 
technique qui offrent, par ailleurs, quelques inconvénients. 

On ne saurait faire entrer en ligne de compte au nombre ide 
ces inconvénients les quelques manipulations supplémentaires 
nécessaires pour incorporer a la toxine les diverses substances 
activantes de la réaction organique (tapioca, sang, corps 
microbiens formolés). Par contre, la proportion d’abcées consé- 
cutifs aux injections observés chez les animaux immunisés de 
Novembre 1927 & Mars 1928 par ces nouvelles techniques est 
trés supérieure par rapport aux quelques accidents analogues 
qu’entraine |injeclion de toxine centrifugée formolée seule. 
D'autre part, si les abeédations sont plus fréquentes au point 
d'injection, la réaction locale, déja fort accusée par l'emploi de 
la toxine centrilugée formolée toute seule ne gagne pas énor- 
mément en intensité par l’'adjonction des diverses substances 
que nous avons essayées. L’addition de corps microbiens for- 
molés, si-elle n’ajoute rien en intensité a la réaction locale 
obtenue, entraine par exemple une induration extrémement 
durable du tissu conjonctif, latssant par la ‘suite la peau trés 
adhérente aux plans sous-jacents, ce qui est un obstacle par- 
fois tres génant aux injections ultérieures. 

Abeédations plus fréquentes et indurations étendues, d'une 
part, et ne correspondant pas, d’autre part,& une réaction locale 
sensiblement plus active, tels sont les motifs qui ne nous 
paraissent pas en faveur des modifications de technique que 
nous avions essayées. 

La présence constante dans les toxines centrifugées for- 
molées ordinaires, que nous utilisons de longue date, d'une 
proportion toujours assez grande d’éléments micrebiens sulfit a 
-assurer une réaction locale suffisanlte pour assurer l’absorption 
de la toxine dans des conditions d'activilé réactionnelle de 
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Vorganisme trés voisines de lVoptimum. S/il est nécessaire 
d’accroitre cette réaction, nous pensons plus utile d’augmenter 
la proportion de corps microbiens contenus dans cette toxine 
(soit par adjonction de microbes formolés, soit par emploi d’ana- 
cultures ou de cultures faiblement centrifugées). Encore ne 
faut-il pas dépasser, dans cette voie, la limite dont nous par- 
lions A propos des microbes formolés et au dela de laquelle 
subsistent des indurations étendues, génantes pour la suite de 
limmunisation. L’addition de corps microbiens parait suscep- 
tible d’ajouter a la réaction locale et générale, d’ordre aspéci- 
fique, provoquée par une substance hétérologue, une action 
spécifique résultant des protéines trés spéciales qui constituent 
le microbe lui-méme. 


Résumé. 


De l'ensemble des expériences précédentes, ainsi que de 
Vexamen des litrages péricdiques effectués depuis le début de 
leur préparation sur les sérums antigangréneux monovalents 
(anti-perfringens, anti-Vibrion septique, anti-histolytique, anti- 
edematiens), on peut retenir Jes indications générales sui- 
vantes: 


1. Pouvoir antirox1ove. — Les sérumsa la fois antitoxiques et 
antimicrobiens présentent un pouvoir antitoxique trés généra- 
lement supérieur (plus rarement équivalent) a celui des sérums 
préparés avec de la loxine filtrée (sérums antitoxiques purs). 
Les sérums exclusivement antimicrobiens, préparés avec des 
microbes formolés, jouissent souvent aussi de propriétés anti- 
toxiques, parfois égales, mais le plus souvent inférieures & 
celles des sérums précédents. 


2. Pouvoir aNnti-INFECTIEUX. — C’est également aux sérums a la 
fois antitoxiques et antimicrobiens que revient le pouvoir anti- 
infectieux le plus accusé. Les sérums purement antitoxiques 
sont aussi nettement anti-infectieux; quant aux sérums exclu- 
sivement antimicrobiens, leur pouvoir anlti-infeclicux reste 
médiocre. 


' 
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3. Pouvoir aceiutmanr. — Les sérums les plus nettement 
agglutinants sont évidemment les sérums anlimicrobiens et 
mixtes (ces derniers & des taux parfois trés élevés). I] est remar- 
quable que bien qu’a un taux, en général bien inférieur, les 
sérums antitoxiques sont aussi agglutinants. 


4, La dénomination de sérums antitoxiques, antimicrobiens 
ou miztes (& la fois antitoxiques et antimicrobiens) s’applique 
done beaucoup plus a leur mode de préparation qu’a leurs pro- 
priétés. Ces propriétés (antitoxiques, anti-infecticuses et agglu- 
tinantes) se retrouvent, dans tous Jes sérums, avec une pré- 
pondérance variable selon le procédé d’immunisation utilisé. 


5. Le laux des anticorps des chevaux préparés exclusivement 
par injections de microbes formolés ne s’affirme nettement que 
lorsque leur immunisation est déj& assez poussée ; toute inter- 
ruption ou ralentissement de cette immunisation améne une 
chute de ces anticorps. 


6. L’utilisation d’antigénes formolés dans la préparation des 
sérums antigangréneux monovalents a entrainé peu & peu une 
diminution de leur pouvoir antitoxique, compensée par une 
légére augmentation de leur pouvoir anti-infeclieux, pour les 
sérums anti-Vibrion septique et anti-histolytique. 

Le sérum anti-edematiens fait exception, du fait que la 
toxine w@dematiens, beaucoup plus aclive et plus stable, con- 
serve vraisemblablement mieux sa fonction anligéne so.s 
Paction du formol. Il en est de méme du sérum anti-per/rin- 
gens. 


7. L’addition de substances diverses & la toxine centrifugée 
formolée, couramment ulilisée pour l’immunisation des che- 
yaux, a 6t6 essayée : substances aspécifiques (tapioca, sang) ou 
spécifiques (corps microbiens formolés, emploi d’anacultures). 

Ces modifications de techniques peuvent améliorer légére- 
ment, mais irrégulitrement, les sérums obtenus. Ces variations 
sont d’un ordre minime, toujours inférieur & celles que l’on 
peut observer d’un animal & l'autre du simple fait des sensibi- 


lités individuelles. Les avantages obtenus ne compensent pas, 
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dans la pratique, les quelques inconvénients résullant ‘de ces 
modifications de techniques. 


8. La’ réaction locale obtenue par injection sous-cutanée de 
la toxine centrifugée formolée des anaérobies de) la;gangréne 
gazeuse est par elle-méme trés accusée. S’il est nécessaire de la 
renforcer encore pour certains sujets, il est préférable d’y 
ajouter des corps.microbiens formolés dont les protéines spéci- 
fiques augmentent aussi l’aclivité de sérum. 


9. Le formol modifiaut le pouvoir, antigéne de la toxine du 
Vibrion septique et.de celle.du B. histolylique, il est préférable 
de commencer l’immunisation des chevaux contre ces microbes 
par l'injection d’antigénes formolés et de la terminer en utili- 
lisant la toxine centrifugée de cultures vivantes. 


SUR L’ANTAGONISME MICROBIEN /W /TRO 


par V. ZAVAGLI. 


Le phénoméne de l’antagonisme microbien in vitro, connu 
depuis longtemps, a toujours été l’objet de nombreuses 
recherches. Les différents expérimentatewrs ont 6tudié princi- 
palement ce qui se passe lorsque des germes sont ensemencés 
dans des milieux nutritifs, ot, une autre culture, soit duméme 
germe, soit de microbes différents, s'est déja développée. 

En général, ils expérimentaient, avec des cultures liquides 
stérilisées, soit par la chaleur, soit par la filtration, sur bougie. 

Bien que les résultats de ces observations me soient pas tou- 
jours concordants, une chose cependant est bien établie 
Vimpossibilité ou le ralentissement du développement, lorsque 
des microbes particuliers sont ensemencés dans un milieu oi 
une précédente culture a été-obtenue. 

Différentes interprétations de ce phénoméne ont été données. 
On considére, par exemple, qwil est dia la présence dans ce 
milieu de substances particuliéres (diastases, etc.) produites 
par le germe qui.a poussé le premier. 

D’autre part, Arnaudi Kopakzewscky et Rosnowschi (4) ont 
étudié si le développement d’un microbe, produit, dans le 
milieu de culture, des modifications d’ordre physico-chimique 
susceptibles d’expliquer l’apparition dans ce milieu, des mani- 
festations antagonistes. 

Ils ont.observé, qu’en général, les milieux liquides subis- 
sent du fait du développement de germes, des changements 
manifestes dans leurs propriétés physico-chimiques (tension 
superficielle, concentration en ions H-+, répartition des 
charges électriques, etc.). Ils supposent que ces variations 
doivent jouer un role important dans ce phénoméne parti- 
culier. 


(1) C. R. Aca. des Sciences, 1923, p. 1.336; 1927, p. 153. 
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Enfin, nous ne nous arréterons pas 4 rappeler d'autres con- 
ceptions qui ont été aussi admises sans qu’on puisse d’ailleurs 
s’accorder sur une exacte. interprétation de cette importante 
manifestation (1). 5 

Parmi la série des germes qui ont des propriélés antago- 
nistes, une place a part est réservée & un groupe spécial de 
microbes, qui sont antagonistes envers la Bactéridie; les plus 
étudiés sont le B. Pyocyanique, le Typhique et les Parathy- 
phiques, le Streplocoque, le Staphylocoque, le Pheumocoque, 
le B. Friedlander, le Vibrion cholérique, le B. Coli, etc. 

Nous avons cherché que! réle exact joue, dans le phénoméne 
de l’‘antagonisme microbien, la variation du pH que les germes 
provoquent dans le milieu de culture. 

Nous avons d’abord examiné jusqu’’ quel point un germe 
est capable de modifier le pH d’un bouillon normal dans lequel 
il se développe et, si le maximum de variation est le méme 
pour chaque germe, ou si cette limite varie en ensemencant le 
méme germe sur des milieux de culture a différents pH. Enfin 
nous avons filtré les cultures de différents microbes, établi les 
variations du pH, réajuslé le pll jusqu’au degré normal, stéri- 
lisé par passage a travers des bougies et ensemencé le filtrat 
avec des germes déterminés. 

Nos recherches ont particuliérement porté sur les antago- 
nismes microbiens de Bacillus anthracis qui apparaissent 
comme les plus importants parmi la manifestation de ce 
curieux phénoméne. 

Dans nos recherches nous nous sommes servi de la tech- 
nique suivante : nous avons ensemencé, sur des ballons de 
1/2 litre de bouillon-viande-peptone, les différents germes 
choisis presque tous parmi ceux qui sont connus comme anta- 
gonistes envers la bactéridie. Nous avons recherché tout 
d’abord quel était le nombre de jours de culture le plus favo- 
rable pour nos expériences. Les cultures avant d’étre filtrées 
ont été contrélées en ensemencant un tube de bouillon et un 
tube de gélose; puis elles ont été filtrées sur papier Laurent de 
fagon & oblenir un liquide limpide qui permette une détermi- 


_({) Pour la bibliographie compléte, nous nous reportons 4 : Papacostas et 
Gare. Les associations microbiennes, Leurs Applications Thérapeutiques. (Edit. 
Doin et Cie Paris, 1928). 
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nation sare du pH. Nous avons observé que les bougies, méme 
lavées, peuvent facilement altérer les résultats en cette espéce. 
Puis nous avons ajusté le pH & différents degrés, dans nos 
liquides, répartis en plusieurs ballons. Nous avons ensuite 
filtré séparément chaque ballon sur bougie Chamberland L,. 
Nous avons réparti le filtrataseptiquement au moins en 6 tubes 
& essai pour chaque valeur de pH, et chaque fois nous avons 
déterminé de nouveau le pH réel du liquide filtré. Les séries 
de tubes ont été mises a |’étuve pendant vingt-quatre heures 
pour en contrdéler la stérilité, puis ont été ensemencées avec des 
germes choisis de culture rapide, sur bouillon normal. 

Les tubes ainsi ensemencés el mis & l’étuve ont été examinés 
dans les premiéres heures (trois, six heures) et ensuite a vingt- 
quatre et quarante-huit heures. Nous avons toujours complété 
lexamen extérieur de la culture par un contréle microscopique 
des cultures fraiches et des frottis colorés. Pour les détermi- 
nations des pH nous avons utilisé la méthode colorimétrique 
de Sorensen et les résultats, pour les pH élevés, ont été con- 
trolés par la méthode élects ométrique. 

Nous avons grand plaisir & remercier ici M. Abt pour ses 
précieux conseils a ce sujet. 

Sur chaque filtrat nous avons ensemencé d’abord le germe 
de la culture lui-méme, puis B. coli que nous avons utilisé 
aussi comme indice du degré d’opacité des différents filtrats, 
enfin le charben virulent et le deuxiéme vaccin anticharbon- 
neux au cas ou il se serait montré moins résistant et plus faci- 
lement utilisable pour la mise en évidence des phénoménes 
dantagonisme. 

Ayant constalé que le B. pyocyanique par exemple, qu’il 
soit ensemencé sur bouillon, de pl 6, 7 ou 8, donne aprés 
dix jours, des milieux d'une égale réaction, nous avons tou- 
jours ensemencé nos germes dans des milieux de pH=7 ou 
7,2. Enfin nous nous sommes convaincu quun délai de cul- 
ture de dix jours & 37° élait suffisant pour nos expériences, 
exception faite pour le B. pyocyanique ct le B. colt, pour les- 
quels nous avons jugs nécessaire d’expérimenter avec des cul- 
tures de vingt jours. 

A cété des ballons ensemencés nous avons mis des tubes 
avec du bouillon stérile, pour observer si, par le séjour & 
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l’étuve se pouvaient, produire, naturellement des variations 
dans le pH. Mais nous, n’avons pas constaté des variations 
dans le pH dans ce milieu de controle. 

Nous: avons: essayé 10 mitrobes, comme le montrent les 
tableaux suivants (4). 


Tasteau I. — B. Friedlander. 
Ensemencé Je 18 mars en bouillon: .....~..-.. Eel 
Filttatobtenulé) 26 mars (0 80. EA i ee filo ls pH = 76 
Rees es tee pes BOUILLON |, 
pIh= 7,6) pH = 7) | pH = 6,5} pH 6 Oa eele : 
Filtrat + Friedlander. . . + + + = x 
Biltrat,+-Bs Coles yen 3 oo vee x x x x x 
Filtrat +B. Anthracis. . . + sé Se = x 
Filtrat + premier vaccins . -\- + a — x 
Tasieau Il. — Streptococcus normand. 
Ensemencé le 20 mars en bouillon. ........2.. pli }2 
Filtrat obtenu le. 30) marsy 2) 162 be fe eben tbe de pH =8,0 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7-6,5. 


fe) ET sa —e¢x| BOUILLON 
DELS Bh OR Se bpp contréle 


Filtrat + Slreplococeus normand. . . 
Pula 3B COU! vee) ss sce nae, Ye 
Filtrat + Anthracis virulent. ... . 
Filtrat + deuxiéme vaccin ..... 


++x+ 
+xxX+ 
+4+++ 
xox 


Tasceau Ill. — Typhose aviaire. 
Ensemencérleq2:avriljenm bouihlom,. 4). o). «i... vials pul = 7,0 
Filivatoblenm: le aman 35.0 dee eee ese aces pH =8,0 

i2 a arlene: pi BOUILLON 
DE == Silypib— |p —— 6.5)" oi xculrale 
Filtrat + Typhose aviaire . AF 
Filtrat 2B Col. oH x . ae s 
Filtrat + B. Anthraeis virulent. + >< +. a x 
Filtrat + deuxiéme vaccin. mw: + + — x 


(1) —, pas de culture; , culture normale. 
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Tasireau 1V. — Staphylococcus dore. 
Ensemencé le 2 avril en bouillom:.. .-. >... ... pu =7,2 
Bibsatrenterd le £2 aril soso es eo esses ROM a HOM pH = 8,62 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7-6. 


pH =7 |pH =6,0| BOUILLON 


contréle 


| Filtrat + Staphylococcus.doré. . 

| Filtrat + B. Coli 

} Filtrat + Anirhacis virulent. . . 
Filtrat + deuxiéme vacein .... 


Tasteau V. — Paratyphique A. 


Ensemencé le 14 avril en bouillon. ... . poems ss ete pHi== 7.2 
Hiltra heblemuie Whereas sg pte tie u ay 5 oe ei aterm bey De pu = 8,8 


pH =8'| pH=7]| pH =6 | POUILLoN 


controle 


Filtrat + Paratyphique A. 
Filtrat + B. Colt... 

- Filtrat+ B. Anthvacis-virulent, 
Filtrat + deuxiéme vaccin. 


: Dans le filtrat non modifié pH = 8,8 le B. Anthracis était agglutiné et. déformé. Idem 
q pour Je deuxiéme-vaccin dans le bouillon pH = 8. 


TasLteau VI. — B. typhique. 
Bnsemencélevt avnilien bouillom ges yerspc ys cy ois) ay pHi 750 
JETUNIRS ST ae a Ree Tel Cae oe hee ce es eee ee pH =8,8 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7,5-6,5-6. 


pH =8,8|pH ==7,6|/pH =6,5| pH =6 | BOCILLON 


contréle ' 
Filtrat + B. typhique... + x< ye sate 4 
Filtrat + B. Coli hs - sa x Bis x 
Filtrat + 8. Anthracis virulent, + x x oe x 
Filtrat + deuxiéme vaccin + a + = x 


Le B. Anthracis dans le bouillon de pH = 8,8 est agglutiné et altéré. 
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Tasteau VII. — Paratyphique B. 


Ensemencé le 24 avril en bouillon Siseeitone-iferec® abs po ==215, 2 
Filtrat obtenu le 4 mai... .-: ere Soa oe ee pit =9 


puH=9 | pH =8 | pH=7 | pH=6 BOUILLON 


contréle 


Filltrat + Paratyphique B . + 
Filtrat=3Be Cole a 
Fillrat + B. Anthracis virulent. +- 
Filtrat + deuxiéme yvaccin. — 


htt 
+XXX 
see 
XKXX 


Le B. Anthracis dans le bouillon de pH = 9 et 8 est agglutiné et alléré. Idem pour le 
deuxiéme vaccin duns le bouillon pH = 8. 


Tas.eau VIII. — B. pyocyanique. 


Ensemencé le 2 mai en bouillon... .... One Ee 
Pattratro ventless 2eiivctigmersnee =: cmemecn ser tye teen totem pH = 9,0 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7-6,8. 


as eed BOUILLON 
pH = 1 |pH = 6,8 contréle 


Fillrat + B. pyocyanique 
Filtrat + B. Coli 

Filtrat + R. Anthracis virulent . . 
Filtrat + deuxi¢me vaccin 


Tasieat IX. — B. Coli. 


Ensemencé le 2 mai en bouillon ‘ 
Filteatrobtenutle 22emaie. 22.5. & 2 eae eee pHi=9) 61 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7-6,5. 


PH = 9.61) pH 7 |p 6,5 BOUILLON 


contréle 


FilttateyBeColict 4. vigor suns cone 
Filtrat + B. Faecalis Alcaligenes. . 
Fillrat + B. Anthracis virulent . . 
Filtrat + deuxiéme vaccin .... = 


| 
+444 
poe 
xXxX 
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Tastgau X. — 8. Faecalis Alcaligenes. 


Ensemencé le 40 avril en bouillon; £2. 6 6. 3 i: pH =7,0 
Hultrah Ophemr le 20 Awl: i. ksi kde avelepenio als pH =9,12 


Le pH est ajusté aux valeurs de 7,2-6,7-6. 


om " N — Zz 
a 6 Ss ee. 33 
Theo | sthos lersdlys Peeueeearee 
— jan Be a0) = 8 
= = Q a | a? 
Filtrat + B. Faecalis Alealiqenes. ... . + x x ae x 
Pilinathioh: Colic upon ob) 2a, — + ae — be 
Fillrat + Andhracis virulent . . . — = _ — x 
Filtrat + deuxiéme vaccin. ....... — + + — x 


Nous avons disposé nos tableaux en rapport avec le pouvoir 
de développement de B. anthracis sur les différents filtrats. On 
observera tout d’abord que le développement de la bactéridie 
dans les différents filtrats est inversement proportionel aux 
variations de pH imprimées au milieu par les germes au terme 
dela premiére culture. Le méme phénoméne s’observe, bien 
que moins régulitrement pour les différents germes ense- 
mencés dans leurs filtrats homologues ou respectifs. Les varia- 
tions de pH que nous avons observées, varient d'un minimum 
de 0,4 (pH 7,28 pH 7,6) pour le B. de Friedlander, jusqu’a 
2°61 (pH 7, a pH 9,61) pour le B. colz. 

Ce que nous venons d’exposer démontre que le pouvoir 
empéchant, en général, que les germes que nous avons 
expérimentés ont montré, soit envers eux-mémes, soit envers 
d'autres bactéries, est fonction de la variation du pH. Cette 
premiére observation semble devoir étre aussitét confirmée 
par cette autre, que si nous reportons progressivement les 
filtrats & leurs pH normaux les phénoménes d’antagonisme 
perdent beaucoup de leur netteté. En effet, les filtrats de la 
culture de tous les germes essayés ont montré des change- 
ments évidents dans leur propriété antagoniste, lorsque le 
liquide reprend ces caractéres de pH normaux. De plus, si 
nous changeons encore la réaction des milieux, l’antagonisme 
réapparait. 

Mais il faut remarquer que ces variations du pH sont bien 

36 
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loin d’avoir fait disparaitre complétement la manifestation de 
Vantagonisme. 

Nous sommes cependant autorisé a afflirmer que ce phéno- 
mene représente un des éléments principaux dans la produc- 
tion des apparences de l’antagonisme microbien. 

Ensuite nos essais ont montré cet autre fait, que les germes 
qui apparaissent les moins empéchants envers les autres sont, 
en général, ceux qui entrainent une moindre destruction de 
substances nutritives du milieu de culture. 

En effet, de toute évidence, l’épuisement du milieu est un 
autre facteur des manifestations de l’antagonisme microbien. 
Ce fait est admis par beaucoup d’auteurs. Ila étéaussi démontré 
par Berdnikow (1) quia vu le pouvoir antagoniste d'un filtrat 
disparaitre dans quelques expériences par addition de bouillon 
normal a la culture. Ce point de vue est consolidé encore dans 
nos expériences. En elfet nous avons nolé que pour arriver & 
produire unantagonisme manifeste, entre B. anthracis, B. pyo- 
cyanique et B. colt, il a fallu prolonger la période du dévelop- 
pement de la culture jusqu’a vingt jours c’est-a-dire jusqu’a 
un épuisement trés avancé du milieu. L’épuisement du milieu 
était tel que le pyocyanique méme, le B. coli, et autres germes 
trés faciles & cultiver n’ont pu se multiplier dans ces bouillons. 
D’autre part nous avons aussi expérimenté en ajoutant du 
bouillon normal et aussi de la poudre d’ceuf, en réalisant de 
cette fagcon une diminution marquée du pouvoir antagoniste. 
Dans quelques autres cas, nous avons ulilisé en méme temps 
que le relevement du pouvoir nutrilif du milieu, le réajuste- 
ment de son pH. C’est alors que nous sommes arrivé & faire 
presque complétement disparaitre le phénoméne d’antago- 
nisme. 

Un fait qui doit étre mis bien en évidence c’est que B. fx- 
calis alcaligenes a montré envers la bactéridie une action empé- 
chante supérieure a celle de tous les autres germes que nous 
avons étudiés. Ce fait vient confirmer ce que Sanarelli affirme, 
c'est a-dire que plusieurs germes, hdtes normaux habituels de 
Vintestin, exercent en général une action empéchante envers la 
bactéridie. C’est un argument de plus en faveur de la théorie 


(1) Berontkow : C. R. Soc. biol., 1924, p. 589 et 1.304. 
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qui considére la voie intestinale comme peu favorable & l'inva- 
sion de l’organisme par B. anthracis. En effet Sanarelli affirme 
en oulre que si les spores du charbon peuvent aussi trouver 
dans l’intestin des conditions favorables a leur développement, 
elles ne peuvent pas devenir dangereuses pour l’organisme, en 
raison de l’action du B. coli qui empéche presque compléte- 
ment leur développement. Si les choses se passent en réalité 


TasLeau XI. 


Ensemencé le 2 avril en bouillon 
POPSPAELODLOME Reeser avrile 2 tes. fc WOW Ge 3 pH = 9,0 


=) 
BOUILLON 
contréle 


Filtrat + B. pyocyanique 


Filtrat + bouillon + B. pyocyanique. .. . 


Filtrat + B. Coli : 
Filtrat + bouillon+ B. Coli... ..... 


Filtrat + B. Anthracis virulent 

Filtrat + bouillon + B. Anthracis virulent . 

Filtrat + poudre d’ceuf en quantité variable 
+B. Anthracis virulent 


X ++ +4 +4 | pH=8,4 
X ++ ++ X+ | 2H 

x ++ X+ xx | rH 

x ++ X+ Xx | \pH=7 
+ ++ ++ +| | pH=6 
PS DOK VOX SSS 


ainsi, ce fait apparaitra d’autant plus évident maintenant que 
nous avons vu qu’un autre germe, hdte habituel de l’intestin 
(B. fecalis alcaligenes), peut produire in vitro une action empé- 
chante plus marquée encore que celle du B. co/z. Mais, si l’épui- 
sement du milieu et l’allération du pH sont les facteurs les 
plus importants des manifestations d’antagonisme, ce ne sont 
pas les seules & le produire. En effet, reportant Jes conditions 
au degré normal, nous n’avons pas pu faire disparailre comple- 
tement dans tous les cas l’antagonisme, de facon 4 obtenir une 
culture parfaitement égale & celle développée dans le bouillon 
controle. Les autres facteurs aussi jouent leur réle dans la 
production du phénoméne. Ils sont probablement d’ordre phy- 
sico-chimique. Si des expériences pouvaient démontrer que 
réellement Jes changements de la viscosité du milieu, de la 
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conductibilité électrique etc., produits dans Jes milieux par la 
premiére culture ont une action manifeste dans la produc- 
tion de V’antagonisme, nos cdnnaissances sur cette question 
seraient presque completes (1). 


(Laboratoire National de Recherches, Alfort). 


(1) A M. le professeur H. Vallée qui nous a indiqué cet argument et qui 
nous a toujours guidé et conseillé dans nos expériences nous exprimons ic 
nos sentiments les plus reconnaissants. 


Le Gérunt : G. Masson. 
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ULYSSE GAYON 
1845 - 1929 


Nous avons le regret de faire part aux lecteurs de ces 
Annales du décés du plus ancien des éléves directs de Pasteur, 
le professeur Ulysse Gayon. 

A sa sortie de l’Ecole Normale Supérieure, Gayon élait entré 
au Laboratoire de Pasteur en qualilé d’agrégé préparateur. Il 
y fit sa thése de doctorat és sciences sur les altérations micro- 
biennes des ceufs, puis il fut nommé a la Faculté des Sciences 
de Bordeaux owt il enseigna la Chimie et dirigea pendant de 
longues années la Station Agronomique. Les travaux de Gayon 
sur la fermentation des fumiers, sur les microbes dénitrifiants, 
sur la fermentation mannitique et les maladies des vins sont 
classiques. En collaboralion avec le professeur Millardet, il 
montra l’action des sels de cuivre sur les spores du mildiou et 
vulgarisa |’emploi de la bouillie bordelaise dans la lutte contre 
ce champignon. 

La vie de Gayon fut tout entiére consacrée a la science et a 
ses applications & l’agriculture. I] était le conseiller des viticul- 
teurs de larégion bordelaise. Son autorité tenait & l’importance 
de ses travaux, a son désintéressement et aussia la droiture et 
a laffabilité de son caraclére. 

Gayon était doyen honoraire de la Faculté des Sciences de 
Bordeaux, Correspondant de l’Académie des Sciences et Membre 
associé de l’Académie d’Agriculture. 

ll s'est éteint le 14 avrila l’age de 83 ans. 
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